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1. O tomto navodu k pouziti

Tento navod k pouziti je pro uzivatele voditkem pfi pouzivani sady AltoStar® BKV
PCR Kit 1.5. Kapitoly 1-6 a 9-14 obsahuji obecné informace a pokyny, které se
vztahuji na kazdy pracovni postup pouzivany se sadou AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.
V kapitole 7 jsou uvedeny pokyny, jak vyrobek pouzivat s systémem AltoStar®
Automation System AM16 (Automatizaéni systém AltoStar® AM16) (Hamilton;
v nasledujicim textu shrnuto jako AltoStar® AM16) se softwarem AltoStar® Connect
software (verze 1.7.4 nebo vy$si, Hamilton) pro automatizované nastaveni PCR
ana systému CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad, v nasledujicim textu shrnuto
jako CFX96™ DW Dx) se softwarem CFX Manager™ Dx (verze 3.1, Bio-Rad) pro
real-time PCR. Kapitola 8 obsahuje pokyny k pouziti sady AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5 ve spojeni s jinymi pfistroji pro real-time PCR. Podrobnosti o pouziti systému
AltoStar® AM16, softwaru AltoStar® Connect software, sady AltoStar® Purification
Kit 1.5, AltoStar® Internal Control 1.5 a CFX96™ DW Dx naleznete v pfislusnych
navodech k pouziti uvedenych nize:

* Navod k obsluze VD systému AltoStar® Automation System AM16 (Hamilton)
» PFirucka k softwaru IVD AltoStar® Connect software (Hamilton)

* Navod k pouziti AltoStar® Purification Kit 1.5

* Navod k pouziti AltoStar® Internal Control 1.5

*  Systémy CFX96™ Dx a CFX96™ Deep Well Dx Navod k obsluze (Bio-Rad)
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V této prirudce maji vyrazy UPOZORNENI a POZNAMKA nasledujici vyznam:

dodrZovani maze vést ke zranéni osob nebo ovlivnit vykon vyrobku. Pro
pomoc se obratte na technickou podporu spole¢nosti altona Diagnostics.

POZNAMKA

: Uzivateli jsou poskytovany informace, které jsou uzite¢né, ale pro dany
1 kol nejsou podstatné.

: Upozorfiuje na provozni pokyny nebo postupy, jejichz nespravné

Pred pouzitim vyrobku si peclivé prectéte navod k pouziti.

2. Zamyslené pouziti

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 je in vitro diagnosticky test zaloZeny na technologii
real-time PCR pro detekci a kvantifikaci specifické BK virus (BKV) DNA v lidské
plazmé EDTA a citratové plazmé, lidské pIné krvi EDTA a citratové plné krvi a lidské
moci.

Jeho zamyslené pouziti je jako pomucka pro diagnostiku BKV infekce a pro
sledovani zatéZze BKV u osob s BKV infekci.

Vysledky ziskané pomoci sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 je tfeba interpretovat ve
spojeni s dalSimi klinickymi a laboratornimi nalezy.

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 je ur¢ena pro profesionalni uzivatele vyskolené
v molekularné biologickych technikach a in vitro diagnostickych postupech.
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3. Soucasti sady

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 se sklada z krabi¢ky s reagenciemi a zasuvného
modulu testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

3.1 Reagencie
Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 obsahuje nasledujici slozky:

Tabulka 1: Soucasti sady

Nominalni objem
[pl/zkumavku]

Barva vika Pocet zkumavek

Master A" 8 602
Fialova Master B 8 180
Cervena QSs1 2 250
Cervena QS24 2 250
Cervena QS3% 2 250
Cervena QS4 2 250

NTC® 2 250

" Obsahuje biologicky material Zivoc¢isného plvodu
2 Obsahuje dodate¢ny objem 25 pl, ktery kompenzuje mrtvy objem systému AltoStar® AM16
pro manipulaci s kapalinami

3 Obsahuje dodate¢ny objem 55 pl, ktery kompenzuje mrtvy objem systému AltoStar® AM16
pro manipulaci s kapalinami

4 Kvantifika¢ni standard (pozitivni kontrola)
9 No Template Control [Kontrola bez templatu (negativni kontrola)]

z hlediska poctu, typu a naplné. Nepouzivejte vadny nebo nekompletni

: Pfed prvnim pouzitim zkontrolujte Uplnost vyrobku a jeho slozky
vyrobek, protoZze by mohlo dojit k ohrozeni u¢innosti vyrobku.

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 obsahuje dostatek reagencii pro provedeni
96 reakci v maximalnim poctu 8 cyklu.

11
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Sada se prepravuje na suchém ledu. Po obdrzeni a pfed prvnim pouzitim
zkontrolujte, zda sada a jeji slozky:

* Integrita

«  Uplnost z hlediska poétu, typu a napIné
* Spravné oznacovani

* Datum exspirace

* Zmrazeny stav

* Prlhlednost a nepfitomnost ¢astic

Pokud jedna nebo vice slozek vyrobku neni pfi pfevzeti zmrazena, pokud byly
trubicky béhem pFepravy poSkozeny nebo chybi, kontaktujte technickou podporu
spole¢nosti altona Diagnostics a pozadejte o pomoc (viz kapitola 12. Technicka
podpora).

3.2 Zasuvny modul testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Zasuvny modul testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 verze 2.1 Ize volitelné pouzit
v kombinaci se softwarem FastFinder Standalone pro analyzu dat a automatickou
interpretaci vysledkd. Nedodava se s reagenciemi sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
a musi byt objednan samostatné jako souc¢ast bali¢ku AltoStar® Automated Analysis
Package (objednaci ¢islo VK000045).

4. Skladovani a manipulace

VSechny reagencie obsaZzené v sadé AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 jsou roztoky
pfipravené k pouziti.

4.1 Skladovani

VSechny reagencie sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 musi byt po doru¢eni skladovany
pfi teploté -25 °C az -15 °C.

12
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A
A

Nespravné skladovaci podminky by mohly ohrozit funkénost vyrobku.

Nepouzivejte vyrobky po uplynuti data exspirace. Pouziti vyrobki
s proSlym datem exspirace by mohlo ohrozit vykonnost vyrobku.

4.2 Manipulace

A

Neprekracujte pofadi rozmrazovani a zmrazovani a dobu manipulace
uvedenou v tomto navodu k pouziti, protoze by to mohlo ohrozit
vlastnosti vyrobku.

Nespravna manipulace se slozkami vyrobku a vzorky muaze zpusobit
kontaminaci a ohrozit vykon vyrobku:

Nezaménujte uzavery lahvicek.

Pozitivni a/nebo potencialné pozitivni material skladujte oddélené od
soucasti sady.

Pouzivejte oddélené pracovni prostory pro pfipravu vzorku/nastaveni
reakce a amplifikaci/detekci.

Po manipulaci s pozitivnim a/nebo potencialné pozitivnim materialem
vzdy zlikvidujte jednorazové rukavice.

Po amplifikaci neotvirejte PCR desti¢ky a/nebo zkumavky.

Nemichejte slozky z rdznych Sarzi sady. Pouziti riznych Sarzi sady by
mohlo ohrozit vykonnost vyrobku.

13
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4.2.1 Master A a Master B

Po rozmrazeni jsou Master A a Master B stabilni po dobu 5 hodin pfi teploté do
+30 °C.

POZNAMKA

L Pokud byly Master A a Master B rozmrazeny, ale nebyly pouZity, Ize je
znovu zmrazit a znovu rozmrazit pro pozdéjsi pouziti. Po otevieni vika
vyhodte a pouzijte nova, aby nedoslo ke kontaminaci reagencii.

4.2.2 Kvantifikaéni standardy a No Template Control
(kontrola bez templatu)

1. Po rozmrazeni jsou kvantifikaéni standardy (QS) a No Template Control
(kontrola bez templatu, NTC) stabilni po dobu 5 hodin pfi teploté do +30 °C.

2. P¥ikazdém pouziti vyhodte vika zkumavek QS a NTC a pouzijte nova vika, aby
nedos$lo ke kontaminaci reagencii.

Po pouziti uzavfete zkumavky QS a NTC novymi viky a okamzité je zmrazte.

4. Neprekraujte nasledujici pofadi rozmrazovani a zmrazovani pro kazdou
zkumavku QS a NTC: Rozmrazeni 1 — Zmrazeni 1 — Rozmrazeni 2 —
Zmrazeni 2 — Rozmrazeni 3 — Zmrazeni 3 — Rozmrazeni 4

5. Popis vyrobku

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 je in vitro diagnosticky test pro detekci a kvantifikaci
specifické DNABKYV v lidské plazmé EDTA a citratové plazmé, lidské pIné krvi EDTA
a citratové pIné krvi a lidské moci.

Je zaloZena na technologii real-time PCR, ktera vyuziva polymerazovou fetézovou
reakci (PCR) pro amplifikaci BKV specifickych cilovych sekvenci a fluorescenéné
znacené cilové specifické sondy pro detekci amplifikované DNA.

Kromé BKV DNA specifickych amplifikanich a detekénich systém, které cili na
geny velkého t-antigenu a malého t-antigenu virového genomu, obsahuje test
oligonukleotidy pro amplifikaci a detekci interni kontroly (dale zkracené IC; AltoStar®
Internal Control 1.5).

14
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Sondy specifické pro BKV DNA jsou oznacené fluoroforem FAM™. Sonda specificka
pro IC je oznacgena fluoroforem (JOE™) detekovatelnym napf. v kanalu VIC™.

Pouziti sond spojenych s rozliSitelnymi barvivy umozriuje paralelni detekci BKV
specifické DNA a IC v odpovidajicich detekénich kanalech pouzitého pfistroje pro
real-time PCR.

5.1 Zakladni informace

Celed Polyomaviridae zahrnuje nejméné 16 zastupctl, ktefi infikuji rizné druhy
savct [1]. Dva z nich, BK polyomavirus (BKV, BK virus) a JC polyomavirus (JCV,
JC virus), zpusobuji u lidi na celém svété Casté infekce [1].

Polyomaviry jsou malé neobalené, ikosaedrické viry se superzavitovym
dvouvlaknovym genomem DNA o velikosti pfiblizné 5 000 para bazi (bp) [2].
Lidské polyomaviry sdileji ~70 % sekvenéni identity s virem Simian 40 (SV40) [3].
Navzdory této vysoké sekvencni homologii vykazuji polyomaviry omezeny okruh
hostitell s odliSnym biologickym chovanim a patogenezi onemocnéni [3].

Primarni infekce BKV se obvykle objevuji v raném détstvi a maji obvykle subklinicky
prubéh s naslednou celozivotni perzistenci [4]. Epitelové buriky ledvin, mo¢ovodu
a mocoveho méchyfe byly identifikovany jako pfevladajici typy bunék perzistentné
infikovanych BKV [5].

Ackoli polyomavirové infekce zUstavaji uimunokompetentnich osob nepozorované,
reaktivace BKV a/nebo JCV ve spojeni s imunosupresi mize vést k zadvaznym
onemocnénim. Reaktivace BKV se nejcastéji vyskytuje u pacientl po transplantaci
kostni dfené a ledvin, coz vede k hemoragické cystitidé (HC) a polyomavirové
nefropatii (PVAN) [5].

15
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5.2 Popis reagencii

5.2.1 Master A a Master B

Master A a Master B obsahuji vSechny slozky (PCR pufr, DNA polymerazu,
hofe€natou sul, primery a sondy), které umozriuji PCR zprostfedkovanou amplifikaci
a cilovou detekci BKV specifické DNA a IC v jednom nastaveni reakce.

5.2.2 Kvantifika¢ni standardy

QS obsahuji standardizované koncentrace BKV specifické DNA (viz tabulka 2). Byly
kalibrovany podle 1. mezinarodniho standardu WHO pro DNA BK virus pro techniky
amplifikace nukleovych kyselin (kod NIBSC: 14/212) [6]. QS se pouzivaji k ovéfeni
funkCnosti systému amplifikace a detekce specifické BKV DNA a k vytvoreni
standardni kFivky, ktera umozriuje kvantifikaci specifické BKV DNA ve vzorku.

Tabulka 2: Kvantifikaéni standardy

Kvantifikaéni standard Koncentrace [IU/ul]
QS1 1,00E+04
QS2 1,00E+03
QS3 1,00E+02
QsS4 1,00E+01

5.2.3 No Template Control (Kontrola bez templatu)

NTC neobsahuje zadnou BKYV specifickou DNA, ale obsahuje templat IC. NTC se
pouziva jako negativni kontrola pro BKV DNA specifickou real-time PCR a indikuje
moznou kontaminaci Master A a Master B.

16
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5.3 Pracovni postupy

5.3.1 AltoStar® Workflow (Pracovni proces AltoStar®)
AltoStar® Workflow (Pracovni proces AltoStar®) zahrnuje nasledujici vyrobky:

Systém AltoStar® Automation System AM16 (Automatizaéni systém AltoStar®
AM16) (Hamilton)

Software AltoStar® Connect software verze 1.7.4 nebo vysSi (Hamilton)

Systém CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad) se softwarem CFX
Manager™ Dx verze 3.1 (Bio-Rad)

Volitelné: FastFinder Standalone verze 1.0 nebo vyS$Si (UgenTec NV)
a zasuvny modul testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 pro analyzu dat a
automatickou interpretaci vysledkl. Platna verze zasuvného modulu testu je
uvedena v kapitole 3.2 Zasuvny modul testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

Pracovni postup zahrnuje nasledujici kroky:

4,

Programovani béhu AltoStar®.

Purifikaéni bé&h na systému AltoStar® AM16 s pouzitim sady AltoStar®
Purification Kit 1.5 a interni kontroly AltoStar® Internal Control 1.5.

Nastaveni béhu PCR na systému AltoStar® AM16 pomoci sady AltoStar® BKV
PCR Kit 1.5.

Real-time béh PCR na zafizeni CFX96™ DW Dx.

DalSi podrobnosti o krocich 3 a 4 pracovniho postupu naleznete v kapitole 7. Pouziti
sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 s AltoStar® Workflow (Pracovni proces AltoStar®).
Na systému AltoStar® AM16 Ize soucasné zpracovavat vSechny typy vzorkd
a objemy vzorku uréené pro pouziti se sadou AltoStar® Purification Kit 1.5. Kazdy
vzorek Ize analyzovat paralelné tolika testy real-time PCR, kolik umozriuje dostupny

eluat.

POZNAMKA

i Testy s rozdilnymi teplotnimi profily PCR jsou automaticky tfidény na

samostatné PCR desticky.

17
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5.3.2 DalSi pracovni postupy

Sadu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 Ize pouzivat s kompatibilnimi pracovnimi postupy.
Nasleduijici pfistroje pro real-time PCR a software byly ovéfeny pro pouZiti se sadou
AltoStar® BKV PCR Kit 1.5:

* ABI Prism® 7500 SDS a 7500 Software v2.3 (Applied Biosystems)

»  Systém CFX96™ Deep Well Dx System a software CFX Manager™ Dx
verze 3.1 (Bio-Rad)

* Systém CFX96™ Dx System a software CFX Manager™ Dx verze 3.1
(Bio-Rad)

» Pfistroj LightCycler® 480 Instrument Il a LightCycler® 480 Software verze 1.5.1
(Roche)

* Systém QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System a QuantStudio™ 5 Dx
Software v1.0.2 (Applied Biosystems)

* Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform a Rotor-Gene® Q Software verze 2.3.1
(QIAGEN)

Pri pouziti nékterého z vySe uvedenych pfistroju pro real-time PCR (s vyjimkou
systému CFX96™ Deep Well Dx) je tfeba nastaveni PCR, programovani pfistroje
i analyzu dat provést ruéné (podrobnosti viz kapitoly 8.2.2 Nastaveni master mixu
az 8.2.5 Analyza dat).

5.4 Vzorky

5.4.1 Typy vzorku

Pro pouziti se sadou AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 jsou validovany nasledujici typy
vzorku:

e Lidska plazma EDTA

» Lidska citratova plazma

e Lidska plna krev EDTA

» Lidska citratova plna krev

¢ Lidska mo¢
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Tento test byl validovan pouze pro pouziti s lidskou plazmou EDTA a
citratovou plazmou, lidskou plnou krvi EDTA a citratovou plnou krvi a
lidskou moéi. Pouziti jinych typG vzorkd by mohlo ohrozit vykonnost
vyrobku.

5.4.2 Odbér vzorkll a manipulace s nimi

Krev musi byt odebrana pomoci komeréné dostupnych standardnich systéma
pro odbér krve (napf. Sarstedt, Becton Dickinson, Greiner nebo ekvivalent).
Obsah zkumavky by se mél promichat bezprostfedné po odbéru vzorku. Vzorky
krve by mély byt pfepravovany chlazené pfi teploté +2 °C az +8 °C. Pfeprava by
méla probihat podle mistnich a vnitrostatnich pokyna pro pfepravu biologického
materialu. PIna krev EDTA nebo citratova pina krev by se pfed pouzitim neméla
skladovat déle nez 48 hodin pfi pokojové teploté (+20 °C az +25 °C), 3 dny pii +2 °C
az +8 °C nebo 7 dni pfi -25 °C az -15 °C.

Pro ziskéani plazmy EDTAnebo citratové plazmy by méla byt pIna krev centrifugovana
podle pokyna vyrobce odbérového systému do 24 hodin po odbéru. Plazma EDTA
nebo citratova plazma by se pfed pouzitim neméla skladovat déle nez 48 hodin pfi
pokojové teploté (+20 °C az +25 °C), 5 dni pfi +2 °C az +8 °C nebo 2 mésice pfi
-25°C az-15 °C.

Vzorky moci musi byt odebirany do sterilni nadoby. Vzorky moci by mély byt
skladovany pfi teploté +2 °C az +8 °C nejdéle po dobu 24 hodin.

Se vzorky vzdy zachazejte jako s infekénim a (bio)nebezpeénym
materialem v souladu s bezpecnostnimi a laboratornimi postupy.

A Pfi rozliti vzorku materialu neprodlené pouzijte vhodny dezinfekéni
prostfedek. S kontaminovanymi materialy nakladejte jako s biologicky
nebezpecnymi.
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é Nespravny odbér, preprava, skladovani nebo pfiprava vzorkl muze

ovlivnit vykonnost produktu.

POZNAMKA

6.

[ Skladovani vzorkd ve zmrazeném stavu neohrozuje vykonnost sady. Pfi
praci se zmrazenymi vzorky se ujistéte, ze jsou vzorky pred pouzitim
zcela rozmrazeny a fadné promichany.

Varovani, bezpe¢nostni opatreni a omezeni

Pfed prvnim pouzitim zkontrolujte Uplnost vyrobku a jeho slozky z hlediska
poctu, typu a naplné. Nepouzivejte vadny nebo nekompletni vyrobek, protoze
by mohlo dojit k ohrozeni G€innosti vyrobku.

Nespravné skladovaci podminky by mohly ohrozit funk&nost vyrobku.

Nepouzivejte vyrobky po uplynuti data exspirace. Pouziti vyrobk( s proslym
datem exspirace by mohlo ohrozit vykonnost vyrobku.

Neprekracujte pofadi rozmrazovani a zmrazovani a dobu manipulace
uvedenou v tomto navodu k pouziti, protoze by to mohlo ohrozit vlastnosti
vyrobku.

Nespravna manipulace se slozkami vyrobku a vzorky muze zpusobit
kontaminaci a ohrozit vykon vyrobku:

o Nezaméniujte uzavéry lahvicek.

o Pozitivni a/nebo potencialné pozitivni material skladujte oddélené od
soucasti sady.

o Pouzivejte oddélené pracovni prostory pro pfipravu vzorku/nastaveni
reakce a amplifikaci/detekci.

> Po manipulaci s pozitivnim a/nebo potencialné pozitivnim materialem vzdy
zlikvidujte jednorazové rukavice.

o Po amplifikaci neotvirejte PCR desticky a/nebo zkumavky.

Nemichejte slozky z rliznych Sarzi sady. Pouziti rdznych Sarzi sady by mohlo
ohrozit vykonnost vyrobku.
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Tento test byl validovan pouze pro pouziti s lidskou plazmou EDTA a citratovou
plazmou, lidskou plnou krvi EDTA a citratovou plnou krvi a lidskou modi.
Pouziti jinych typd vzorkd by mohlo ohrozit vykonnost vyrobku.

Se vzorky vzdy zachazejte jako s infekénim a (bio)nebezpecnym materialem
v souladu s bezpe€nostnimia laboratornimi postupy. PFi rozliti vzorku materiélu
neprodlené pouzijte vhodny dezinfekéni prostfedek. S kontaminovanymi
materialy nakladejte jako s biologicky nebezpeénymi.

Nespravny odbér, preprava, skladovani nebo pfiprava vzork(h mize ovlivnit
vykonnost produktu.

Skladovani eluatl za nespravnych podminek mulze vést k degradaci BKV
cilové sekvence a muize ohrozit vykonnost produktu.

Nepouzivejte jinou verzi protokolu testu nez tu, ktera je uvedena na
2D ¢arovém kodu v tomto navodu k pouziti. Pouziti nespravné verze protokolu
testu by mohlo ohrozit vykonnost produktu.

Nedostateéna centrifugace sloZzek produktu po rozmrazeni mize zpusobit
kontaminaci vi¢ek zbytky reagencii a mlze ohrozit vykonnost produktu.

Uzavéry zkumavek nepouzivejte opakované, aby nedoSlo ke kontaminaci
reagencii, protoZe by to mohlo ohrozit vykonnost produktu.

Stejné jako u kazdého diagnostického testu se vysledky interpretuji s ohledem
na vSechny klinické a laboratorni nalezy.

PFitomnost inhibitor PCR (napf. heparinu) by mohla zpusobit fale$né
negativni nebo neplatné vysledky.

Pro nastaveni master mixu nepouzivejte jiné objemy Master A a Master B, nez
je uvedeno v tomto navodu k pouZiti, protoZze by to mohlo ohrozit vykonnost
produktu.

Neprekracujte dobu skladovani smési PCR, protoze by to mohlo ohrozit
vykonnost produktu.

Béhem nastaveni PCR nebo pfenosu do pfistroje pro PCR nepomichejte
vzorky nebo ID vzorkd. To by mohlo vést k faleSné pozitivnim nebo fale$né
negativnim vysledkdm v dasledku nespravného pfifazeni vzorkd.

Nepouzivejte jiné podminky cyklovani, nez je uvedeno v tomto navodu
k pouziti, protoze by to mohlo ohrozit vykon vyrobku.

Pro analyzu dat nepouzivejte jina kontrolni nastaveni, nez je uvedeno v tomto
navodu k pouziti, protoze by to mohlo vést k nespravnym vysledkim IVD
vySetreni.
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* V pfipadé, Ze vzorek obsahuje jiné patogeny nez BKV, mlze dojit ke
konkurenci s cilovou amplifikaci nebo ke kfizové reaktivité, coz mize zplsobit
nespravné vysledky IVD vySetfeni.

» P¥i likvidaci nebezpecného a biologického odpadu je tfeba dodrzovat mistni
a vnitrostatni pfedpisy, aby nedoslo ke kontaminaci zivotniho prostredi.

» Pfipadné mutace v cilovych oblastech BKV genomu, na které se vztahuji
primery a/nebo sondy pouzité v sadé, mohou mit za nasledek nedostatecnou
kvantifikaci a/nebo nezjisténi pfitomnosti patogenu.

7. Pouziti sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 s AltoStar®
Workflow (Pracovni proces AltoStar®)

Nasledujici ¢ast tohoto navodu k pouZiti popisuje pouziti sady AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5 ve spojeni s AltoStar® Workflow (Pracovni proces AltoStar®). AltoStar®
Workflow (Pracovni proces AltoStar®) se sklada z rGznych produkt( [AltoStar®
AM16, software AltoStar® Connect software, sada AltoStar® Purification Kit 1.5,
AltoStar® Internal Control 1.5, CFX96™ DW Dx, FastFinder Standalone a zasuvny
modul testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 pro analyzu dat a automatickou interpretaci
vysledku (volitelng)]. Pouziti téchto vyrobk( je podrobné popsano v pfislusnych
navodech k pouziti.

» Navod k obsluze VD systému AltoStar® Automation System AM16 (Hamilton)
» PFirucka k softwaru IVD AltoStar® Connect software (Hamilton)

» Navod k pouziti AltoStar® Purification Kit 1.5

* Navod k pouziti AltoStar® Internal Control 1.5

+ Systémy CFX96™ Dx a CFX96™ Deep Well Dx Navod k obsluze (Bio-Rad)

* Navod k pouziti nastroje FastFinder Standalone (UgenTec NV)

7.1 Objem vzorku

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 je validovana pro purifikaci nukleovych kyselin
z objemu vzorku 500 pl pfi pouZiti systému AltoStar® AM16. Je tfeba zajistit
dodate¢ny objem vzorku, aby se zohlednil mrtvy objem pouzité zkumavky se
vzorkem (viz kapitola 7.2 Zkumavky se vzorkem).
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7.2 Zkumavky se vzorkem

Zkumavky se vzorkem vhodné pro pouziti na systému AltoStar® AM16 Ize zakoupit
u spolecnosti altona Diagnostics (7 ml zkumavka s uzavérem, 82 x 13 mm,
VK000010). Uzivatel mGzZe otestovat pouzitelnost jinych zkumavek se vzorkem.
Dals$i informace naleznete v navodu k pouziti sady AltoStar® Purification Kit 1.5.

7.3 Carové kédy vzorku

Pro automatickou identifikaci vzorki pomoci systému AltoStar® AM16 musi byt
vS8echny zkumavky se vzorky ozna¢eny vhodnym ¢arovym kédem. DalSi informace
naleznete v ndvodu k pouziti sady AltoStar® Purification Kit 1.5.

7.4 Material a zafizeni vyzadované, ale nedodavané pro
AltoStar® Workflow (Pracovni proces AltoStar®)

Material a zafizeni uvedené v tabulce 3 je nutné objednat u spole¢nosti altona
Diagnostics.

Tabulka 3: Pozadovany material a zafizeni

Material Popis Objfdnam
Cislo

Bali¢ek produktt obsahujici systém

AltoStar® Automation System AM16

(Automatizacni systém AltoStar® AM16), AM16

software AltoStar® Connect software

(verze 1.7.4 nebo vyssi) a IT hardware

AltoStar® Molecular Diagnostic
Workflow

Bali¢ek produktl obsahujici CFX96™
Deep Well Dx System se softwarem
CFX Manager™ Dx (verze 3.1), skener
¢arovych kodu a IT hardware

AltoStar® Detection DT16

Chemie pro izolaci a purifikaci nukleovych
kyselin pro pouziti se systémem AltoStar®
Automation System AM16 (Automatizacni
systém AltoStar® AM16)

AltoStar® Purification Kit 1.5 PK15-46

23



AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Objednaci

Material Popis .,
Cislo

Extrakce nukleové kyseliny a amplifikace

AltoStar® Internal Control 1.5 PCR a kontrola detekce

IC15-46
Osobni poéita¢ s nainstalovanym

softwarem FastFinder Standalone

(verze 1.0 nebo vyssi) a sadou zasuvnych  VK000045
modulll testu pro analyzu dat a

automatickou interpretaci vysledku

AltoStar® Automated Analysis
Package

Vicevrstva 96jamkova desticka s ¢arovym

PCR Plate kodem a bilymi jamkami

VK000005

PCR Plate Sealing Foil Tésnici félie pro PCR desticky VK000006

Filtracni Spicky o objemu 1 000 pl pro
pouziti se systémem AltoStar® Automation
System AM16 (Automatizacni systém
AltoStar® AM16)

1,000 pl CO-RE Tips VK000007

Filtracni Spi¢ky o objemu 300 pl pro
pouziti se systémem AltoStar® Automation
System AM16 (Automatizacni systém
AltoStar® AM16)

300 pl CO-RE Tips VK000008

Zkumavka s ¢arovym koédem pro

VK 2
poolovani reagencii pro PCR 00000

Pooling Tube
Autoklavovatelny sterilni pytel pro pouZiti
se systémem AltoStar® Automation
System AM16 (Automatizacni systém
AltoStar® AM16)

Waste Bag VK000009

Sroubovaci uzavér pro zkumavky

QS1-QS4 (Cerveny) VK000012

Screw Cap - red

Sroubovaci uzavér pro zkumavky

Master A (modry) VK000013

Screw Cap - blue

Sroubovaci uzavér pro zkumavky

Master B (fialovy) VK000015

Screw Cap - purple

Sroubovaci uzavér pro zkumavky NTC

(bily) VKO000016

Screw Cap - white
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Tabulka 4: Dalsi laboratorni material a zafizeni

Material Objednaci Cislo

napf., AltoStar® Plate Sealer VK000023

Utésiovac destiCek  hapr  ytesiovad desticek PX1 PCR Plate

Sealer (Bio-Rad) VK000033

7.5 Obecny material a zafizeni
* Vortexovy mixér
* Rukavice bez pudru (na jedno pouziti)
» Centrifuga pro centrifugaci slozek sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

» Centrifuga pro centrifugaci PCR desti¢ek
Kontrola procesu

Pozitivni a negativni kontroly procesu, s nimiz se zachazi jako se vzorky a které jsou
podrobeny stejnému postupu izolace nukleovych kyselin, by mély byt testovany
podle pokyn( nebo poZzadavkl mistnich, statnich a/nebo federalnich predpist nebo
akredita¢nich organizaci, aby bylo mozné sledovat cely proces.

Kontrolu procesu nebude zajistovat spolecnost altona Diagnostics. K tomuto Gcelu
Ize pouzit dfive charakterizované vzorky nebo material z ZeptoMetrix (NATtrol™ BK
Virus External Run Controls; kat. ¢. NATBK-ERCL a NATBK-ERCM) podle navodu
k pouziti poskytnutého vyrobcem.
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7.6 Postup

7.6.1 Prehled prace s AltoStar® Workflow
(Pracovni proces AltoStar®)

Kroky celého procesu AltoStar® Workflow (Pracovni proces AltoStar®) jsou shrnuty
v tabulce 5. Informace o specifickych nastavenich pro pouziti se sadou AltoStar®
BKV PCR Kit 1.5 jsou uvedeny v kapitole 7.6.2 Programovani béhu AltoStar®.
Podrobné pokyny pro kroky 1-5 naleznete v navodu k pouziti sady AltoStar®
Purification Kit 1.5, softwaru AltoStar® Connect software a systému AltoStar® AM16.

Kroky 6-9 jsou podrobnéji popsany v kapitolach 7.6.3 Spusténi nastaveni béhu
PCR az 7.6.6 Spusténi béhu PCR.

Kroky 10 a 11 se li§i pro ruéni a automatickou interpretaci vysledkd. Dal$i podrobnosti
o ruéni interpretaci vysledk( naleznete v kapitolach 7.6.7 Analyza dat PCR pomoci
softwaru CFX Manager™ Dx az 7.6.10 Export vysledkd PCR pro ruéni interpretaci
vysledkd. Kroky pro volitelnou analyzu dat a automatickou interpretaci vysledkl
pomoci nastroje FastFinder jsou podrobnéji popsany v kapitole 7.6.11 Analyza dat
PCR a automaticka interpretace vysledkd pomoci nastroje FastFinder.

Tabulka 5: Prehled prace s AltoStar® Workflow (Pracovni proces AltoStar®)

Akce

1. Spusténi +  Zapnéte systém AltoStar® AM16.
systému »  Zapnéte pocita¢ a monitor.
AltoStar® AM16 »  Spustte software AltoStar® Connect software.

2. Provadéni * Napanelu nabidek kliknéte na moznost Application — Instrument
Maintenance (Aplikace — Udrzba pfistroje).

Gdrzby

o Pokud ma byt provedena tydenni udrzba, kliknéte na moznost
Start Weekly Maintenance (Zacit tydenni udrzbu).

o Pokud ma byt provedena denni udrzba, kliknéte na tlacitko
Start Daily Maintenance (Zacit denni tdrzbu).

» P¥i udrzbé postupujte podle pokynl na obrazovce.
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Akce

3. » Na panelu nabidek kliknéte na moznost Program Run — Program
Run (AltoStar® Purification) [Programovat béh — Programovat
béh (Purifikace AltoStar®)]. Pripadné se vratte na Uvodni obrazovku
béhu AltoStar® a kliknéte na tlacitko Program Run (Programovat béh).

» Zadejte vzorky nebo je importujte ze systému LIMS.

*  Provzorky, pokud jiz nebyly importovany ze systému LIMS, vyberte
nasledujici test:

Programovani

o Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

»  Kliknutim na tlacitko Create Run (Vytvofit béh) na panelu nastrojd
vytvofite béh AltoStar®.

4. Spusténi * Na panelu nabidek kliknéte na moznost Purification — Start

Purification (Purifikace — Zacit purifikaci). Pfipadné se vratte na

uvodni obrazovku a kliknéte na tlacitko Start Purification (Zacit

béhu purifikaci).

* Vybérem purifikaéniho béhu, ktery ma byt spustén, zobrazite
vzorky zahrnuté do vybraného purifikaéniho béhu.

purifikaéniho

» Pripravte si purifikaéni reagencie:

o Ujistéte se, ze purifikacni reagencie, které maji byt pouzity,
maji stejné Cislo vkladani (kromé AltoStar® Internal Control 1.5)
a nejsou proslé.

o Pokud jsou v lyzaénim pufru viditelné precipitaty, zahrejte jej
(= +50 °C), dokud se zcela nerozpusti.

o Rozmrazte IC (AltoStar® Internal Control 1.5) a 5 sekund
vortexujte.

o Magnetic Beads (Magnetické kulicky) vortexujte po dobu
5 sekund bez navlhéeni vika.
» Pripravte vzorky pro spusténi purifikacniho béhu, jak je popsano
v navodu k pouziti sady AltoStar® Purification Kit 1.5.
» Kliknéte na tlacitko Start Run (Zacit béh) na panelu nastroju.

» Postupujte podle dialogovych oken pro vkladani a odpovidajicim
zplUsobem pristroj nalozte.

» Potvrdte zpravu Loading complete (Vkladani dokonéeno) tlacitkem
OK nebo pockejte 10 sekund.

Systém nyni automaticky provede purifikaéni béh.
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5. Dokonceni
purifikacniho
béhu

6. Spusténi

nastaveni béhu
PCR

Akce
Ujistéte se, ze je vkladaci zasobnik prazdny, a potvrdte dialogové
okno Run finished (B&h dokonéen) tladitkem OK.

Postupuijte podle pokynt v dialogovém okné Maintenance (Udrzba)
a potvrdte tlacitkem OK.

Slozky purifikacni sady AltoStar® Purification Kit 1.5, které Ize
znovu pouzit, utésnéte a ulozte.

Eluaty v neutésnéné elucni desticce jsou stabilni pfi pokojové teploté
(max. +30 °C) po dobu celkem 4 hodin.

Pokud souvisejici nastaveni béhu PCR neni spusténo ihned,
utésnéte elucni desticku pomoci tésnici félie na elucni desti¢ce a
skladujte pfi teploté +2 °C az +8 °C po dobu maximalné 24 hodin.

Prohlédnéte si vysledky purifikaéniho béhu, abyste potvrdili
Uspésné zpracovani kazdého vzorku.

Na panelu nabidek kliknéte na moznost PCR Setup — Start PCR
Setup (Nastaveni PCR — Zacit nastavovat PCR). Pfipadné se
vratte na ivodni obrazovku a kliknéte na tlacitko Start PCR Setup
(Zacit nastavovat PCR).

Vyberte nastaveni béhu PCR, které ma byt spusténo, aby se
zobrazila eluéni desticka a reagencie obsazené ve vybraném
nastaveni béhu PCR.

Pripravte si reagencie pro PCR:

Ujistéte se, ze pouzivané mastery a kontroly pochazeji ze
stejné Sarze sady a nejsou proslé.
Rozmrazte pozadované mnozstvi master a kontrolnich
zkumavek, kratce vortexujte a centrifugujte.
Pokud je eluéni desticka utésnéna, kratce ji centrifugujte a opatrné
odeberte tésnéni.
Kliknéte na tlacitko Start Run (Zacit béh) na panelu nastroju.
Postupujte  podle dialogového okna Loading (Vkladani)
a odpovidajicim zpusobem pfistroj nalozte.
Potvrdte zpravu Loading complete (Vkladani dokonceno) tlacitkem
OK nebo pockejte 10 sekund.

Systém nyni automaticky provede nastaveni béhu PCR.
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Akce

7. Dokonceni « Ujistéte se, Ze je vkladaci zasobnik prazdny, a potvrdte dialogové
okno Run finished (Béh dokonéen) tlacitkem OK.

+  Postupuijte podle pokynt v dialogovém okné& Maintenance (Udrzba)
a potvrdte tlacitkem OK.

» Uzaviete a uloZte soucasti sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5, které
Ize znovu pouzit.

nastaveni béhu
PCR

* Zobrazte vysledky nastaveni béhu PCR a potvrdte Uspésné
zpracovani kazdého vzorku.

8. Utésnéni
PCR desticky

* PCR desticku utésnéte pomoci tésnici félie pro PCR desticky.

9. Spusténi * Zapnéte CFX96™ DW Dx, pfipojeny pocita¢ a monitor.
béhu PCR »  Spustte software CFX Manager™ Dx.

*  Oteviete CFX96™ DW Dx.

» Centrifugujte PCR desti¢ku a vlozte ji do CFX96™ DW Dx.

» Na panelu nabidek vyberte moznost File — Open — LIMS File...
(Soubor — Otevfit — Soubor LIMS...).

* Naskenujte ¢arovy kéd PCR desticky pomoci ru¢niho skeneru
¢arovych kodu.
* Zavrete CFX96™ DW Dx.

»  Kliknutim na tlacitko Start Run (Zacit béh) spustite béh PCR.
Pojmenujte a ulozte soubor béhu PCR.

CFX96™ DW Dx nyni automaticky provede béh PCR.
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Akce pro volitelnou

Akce pro analyzu dat a generovani zprav analyzu dat a

pomoci softwaru CFX Manager™ Dx pro automatickou
naslednou rucni interpretaci vysledkt nebo | interpretaci vysledku
interpretaci vysledkii pomoci systému LIMS pomoci nastroje

FastFinder

10. Oddéleni

testd pro » Oddélte vSechny testy v béhu PCR do

individualni samostatnych skupin jamek. Nenf vyzadovano.

analyzu

(A ENFLCETS Pro kazdou skupinu jamek zvlast:

a interpretace « Provedte korekci mezni hodnoty linie * Kanalyze dat
vysledkti béhu ve vSech jamkach pro vSechny pouZité a automatické
detekéni kanaly. interpretaci
PCR . . g fhrad vysledkl
*  Vylucte jamky s nepravidelnymi signaly TRl
PCR. pouzivejte
) . nastroj
. Nastayt? pra!‘n?ve hodnoty  vSech EaEne
detekénich kanalu podle kontrol. Standalone a
»  Vylucte jamky obsahujici neplatna data. zasuvny modul
+  Vygenerujte vysledkovy soubor LIMS pro testu AltoStar®
export vysledku do LIMS. BKV PCR

*  Vygenerujte zpravu o vysledku pro ruéni A5

interpretaci vysledku.

Skladovani eluatll za nespravnych podminek muze vést k degradaci
. BKYV cilové sekvence a mlze ohrozit vykonnost produktu.

7.6.2 Programovani béhu AltoStar®

Podrobné informace o spusténi béhu AltoStar® naleznete v navodu k pouziti sady
AltoStar® Purification Kit 1.5, softwaru AltoStar® Connect software a systému
AltoStar® AM16. Specificka nastaveni pro pouZiti se sadou AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5 jsou uvedena nize:
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Pro pouziti kvantitativnich testt se voli QS1-4 a NTC a pro pouZiti kvalitativnich
testd se voli QS4 a NTC.

Pozadovany objem vzorku je 500 ul plus mrtvy objem pfislusné zkumavky ze
vzorkem (viz kapitoly 7.1 Objem vzorku a 7.2 Zkumavky se vzorkem).

Pozadovany objem eluatu pro sadu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 je 10 pl.

Ujistéte se, ze je pro testovani pouzita spravna verze protokolu. Informace
o aktualni verzi protokolu najdete v kapitole 17. Protokol testu pro software
AltoStar® Connect software a informace pro integraci LIMS. Prislusny protokol
testu je zakédovan v zobrazeném 2D ¢arovém kédu. Informace o purifikaci
a importu protokolu testu do softwaru AltoStar® Connect software naleznete
v pfisluSném navodu k pouziti.

2D ¢arovém koédu v tomto navodu k pouziti. Pouziti nespravné verze

: Nepouzivejte jinou verzi protokolu testu nez tu, kterd je uvedena na

protokolu testu by mohlo ohrozit vykonnost produktu.

7.6.3 Spusténi nastaveni béhu PCR

1.

Na panelu nabidek vyberte moznost PCR Setup — Start PCR Setup
(Nastaveni PCR — Zacit nastavovat PCR). Pfipadné se vratte na uvodni
obrazovku softwaru AltoStar® Connect software a vyberte tlacitko Start PCR
Setup (Zacit nastavovat PCR). Zobrazi se obrazovka Start PCR Setup Run
(Zacit nastavovat béh PCR).

Cekajici nastaveni b&hu PCR se zobrazi v tabulce Programmed PCR Setup Runs

(Naprogramované nastaveni béhti PCR) na levé strané obrazovky.

2. V tabulce Programmed PCR Setup Runs (Naprogramované nastaveni béh

PCR) vyberte nastaveni béhu PCR, ktery ma byt spustén.

* Vzorky ve vybraném nastaveni béhu PCR jsou zobrazeny v tabulce v pravé
horni ¢asti obrazovky [Samples in selected PCR Setup Run (Vzorky ve
vybraném nastaveni béhu PCR)].

* QS a kontroly pozadované pro vybrané nastaveni béhu PCR jsou
zobrazeny v tabulce v pravé stfedni ¢asti obrazovky [Controls in selected
PCR Setup Run (Kontroly ve vybraném nastaveni béhu PCR)].
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» Pocet hlavnich zkumavek potfebnych pro vybrané nastaveni béhu PCR
se zobrazuje v tabulce v pravé dolni ¢asti obrazovky [Required master
tubes for the selected PCR Setup Run (Pozadované master zkumavky pro
vybrané nastaveni béhu PCR)].

POZNAMKA

-~ Pocet prioritnich vzork(i v nastaveni béhu PCR se zobrazuje ve sloupci
No. of prioritized Samples (Pocet prioritnich vzork(). Nejprve provedte

1 nastaveni béhu PCR s prioritnimi vzorky, abyste usnadnili co nejrychlejsi
zpracovani prioritnich vzorkd.

Pred kliknutim na tlagitko Start Run (Zacit béh) na panelu nastroju si pfipravte
potfebné reagencie, jak je popsano v kapitole 7.6.3.1 Pfiprava reagencii pro
nastaveni béhu PCR. Pokud byla elu¢ni destiCka potfebna pro vybrané nastaveni
béhu PCR utésnéna pro skladovani, pfipravte ji podle navodu k pouziti sady
AltoStar® Purification Kit 1.5.

7.6.3.1 Priprava reagencii pro nastaveni béhu PCR

1. Pozadované QS, kontroly a pozadovany pocCet master zkumavek zcela
rozmrazte pfi pokojové teploté (max. +30 °C).

2. Reagencie promichejte jemnym vortexovanim.

3. Zkumavky kratce centrifugujte, abyste odstranili z vika kapky.

zpUsobit kontaminaci vi¢ek zbytky reagencii a mize ohrozit vykonnost

t Nedostate¢na centrifugace slozek produktu po rozmrazeni muze
produktu.

7.6.3.2 Vkladani do systému AltoStar® AM16 pro nastaveni
béhu PCR

Podrobné informace o procesu vkladani naleznete v navodu k pouziti systému
AltoStar® AM16 a softwaru AltoStar® Connect software.
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1. Kliknutim na tlacitko Start Run (Zacit béh) na panelu nastroju na obrazovce
Start PCR Setup Run (Zacit nastavovat béh PCR) zobrazte dialogové okno
Loading (Vkladani).

Dialogové okno Loading (Vkladani) se sklada z vizuainiho znazornéni ploSiny

systému AltoStar® AM16 v horni ¢asti a z tabulky, ve které jsou uvedeny nosice,

prislusné drahy na plosiné systému AltoStar® AM16 pro kazdy nosi¢, material, ktery
se ma nalozit na kazdy nosi¢, a komentare tykajici se nakladani nosicu.

POZNAMKA

Chcete-li zobrazit polohu polozky na nosic¢i a polohu nosice na plosiné
systému AltoStar® AM16, vyberte pfislusny fadek tabulky v dialogovém
okné Loading (Vkladani).

Vizualizuje se poloha polozky a jejiho nosice:

- Cervené zvyraznéné ve vizualnim znazornéni plosiny pfistroje

- Na systému AltoStar® AM16 blikajicimi kontrolkami vkladani nad
drahami, na které je tfeba umistit vybrany nosic

2. Vlozte pozadovany material, pfipravenou destiCku s eluatem a pfipravené
reagencie na vhodné nosice.

* Na nosici Spicek vyménujte pouze zcela prazdné stojany na 3Spicky
o objemu 1 000 pl za zcela plIné stojany na $pi¢ky o objemu 1 000 pl.

* Na nosiCi Spicek a destiCek vyménujte pouze zcela prazdné stojany na
Spicky o objemu 300 pl za zcela pIné stojany na Spicky o objemu 300 pl.

POZNAMKA

® Vymérte stojany na S3piCky, které nejsou zcela prazdné, a
manipulujte s jednotlivymi Spi¢kami, coz muze narusit automatickou
spravu $picek a zpUsobit preruseni béhu.

* Umistéte pozadovanou elu¢ni desti¢ku s jamkou A1 vlevo od polohy ¢erné
desticky.

*  Umistéte PCR desti¢ku s jamkou A1 vlevo od polohy stfibrné predni
desticky.

* Vlozte nosi¢ zkumavek 24 s jednou nepouzitou zkumavkou pro kazdy test
v nastaveni béhu PCR.
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» Jemné zatlacte zkumavky az na dno nosice a otacejte jimi, dokud nebudou
Carové kody zkumavek viditelné pres okénko nosice.

*  Vlozte do zkumavky 32 s reagencii slozky testu potfebné pro nastaveni
béhu PCR.

* Jemné zatlacte zkumavky az na dno nosice a otacejte jimi, dokud nebudou
carové kody zkumavek viditelné pres okénko nosice.

POZNAMKA

[
1 Poloha jednotlivych zkumavek na nosi€ich je libovolna.

POZNAMKA

3 Systém pred zpracovanim nekontroluje objem vlozenych slozek.
Nedostate¢ny objem slozky zabrani uspésSnému nastaveni béhu PCR
pro dany test.

POZNAMKA

: Spusténi nastaveni béhu PCR s viky na zkumavkach muze zpUsobit
1 prerudeni béhu pfi zpracovani.

Nosice vkladejte tak, aby ¢arovy kéd nosice byl smérem dozadu a doprava.

4. Vlozte osazené nosiCe do prislusnych drah mezi pfedni a zadni posuvné bloky
vkladaciho zasobniku, dokud se nedotknou dorazovych hackd na vzdalengjsi
strané vkladaciho zasobniku.

POZNAMKA

L L s 2 (A3 oz L o P .
Zatlagenim nosi¢l za dorazové hacky muze dojit k poSkozeni pfistroje
1 a naruseni procesu vkladani.

5. Zkontrolujte, zda jsou desti¢ka na vyhazovani Spi¢ek a nadoba na vyhozené
Spicky ve spravné poloze a zda je do nadoby vlozen novy sacek na odpad.

6. Kliknutim na tla¢itko OK v dialogovém okné Loading (Vkladani) pokracujte
v procesu vkladani.
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POZNAMKA

Kliknutim na tlacitko Cancel (Zrusit) se nastaveni béhu PCR zrusi, ale
1 Ize jej znovu spustit (viz kapitola 7.6.3 Spusténi nastaveni béhu PCR).

Systém AltoStar® AM16 vtahne nosie do pfistroje a provede ovéfeni ¢arového
kodu.

POZNAMKA

Systém AltoStar® AM16 automaticky ovéruje:

- Spravny typ a lokalizaci vloZenych nosict
s - Spravnou identifikaci a polohu polozek vlozenych na nosice
1 - Slugcitelnost $arzi jednotlivych testovacich sad AltoStar®
- Neexspiraci v§ech vloZenych sloZek testu AltoStar®

- Spravné umisténi desticky na vyhazovani Spicek

Pokud néktera z téchto kontrol selze, zobrazi se uzivateli dialogové okno se zpravou,
Vv niz je uveden problém a pokyny k jeho odstranéni. DalSi informace o zpracovani
chyb naleznete v navodu k pouziti softwaru AltoStar® Connect software.

POZNAMKA

- Zmeéna polohy jakékoli viozené polozky po vlozeni nosi¢e do pfistroje
1 muze vést k preruseni nastaveni béhu PCR a/nebo k poskozeni pfistroje.

Po dokonéeni vSech kontrol se zobrazi dialogové okno Loading complete (Vkladani
dokonceno).

7. Potvrdte dialogové okno Loading complete (Vkladani dokon&eno) kliknutim na
tlacitko OK nebo pockejte 10 sekund na automatické spusténi procesu.
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POZNAMKA

- Kliknutim na tlacitko Cancel (Zrusit) se nastaveni béhu PCR zrusi, ale
1 Ize jej znovu spustit (viz kapitola 7.6.3 Spusténi nastaveni béhu PCR).

Spusti se nastaveni béhu PCR, které bude probihat bez zasahu uzivatele.

7.6.3.3 Béhem nastaveni béhu PCR

Dokud neni nastaveni béhu PCR dokonceno, neni nutna zadna dalSi interakce
uzivatele. Zobrazi se obrazovka Processing Status (Stav zpracovani), na které je
uveden stav nastaveni béhu PCR a odhadovany zbyvajici ¢as.

POZNAMKA

- Zatlaceni nebo vytazeni nosi¢l nebo dvifek systému AltoStar® AM16
1 bé&hem nastaveni béhu PCR muze veést k pferuseni béhu.

7.6.4 Konec nastaveni béhu PCR

Na konci nastaveni béhu PCR se zobrazi dialogové okno Run finished (Béh
dokoncen).

1. Ujistéte se, Ze je vkladaci zasobnik prazdny.

2. Dialogové okno Run finished (Béh dokonc&en) potvrdte kliknutim na tlacitko
OK.

Systém AltoStar® AM16 vylozi nosi¢e. Dbejte na to, abyste nestali v cesté vykladani
nosicu.

Po vyloZeni se zobrazi dialogové okno Maintenance (Udrzba).

3. Postupujte podle pokyntl v dialogovém okné& Maintenance (Udrzba).

V tabulce dialogového okna je zobrazen pocet reakci v hlavnich zkumavkach, které
nebyly pouzity v nastaveni béhu PCR.
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4. Pokud ma byt ihned zahajeno dalSi nastaveni béhu PCR s pouzitim aktualné
vloZzené eluéni desticky, muze eluéni desticka zlstat na pozici nosice
neutésnéna. V prfipadé, Ze tomu tak neni, eluéni desticku utésnéte a ulozZte.
Dalsi informace naleznete v navodu k pouziti sady AltoStar® Purification Kit 1.5.

POZNAMKA

- Eluaty v elu¢ni desticce jsou stabilni pfi pokojové teploté (max. +30 °C)
1 po dobu celkem 4 hodin po dokoné&eni purifikacniho béhu.

5. Uzavrete zkumavky s reagencii vhodnymi nepouZzitymi uzavéry zkumavek.

Uzavéry zkumavek nepouzivejte opakované, aby nedoSlo ke
kontaminaci reagencii, protoze by to mohlo ohrozit vykonnost produktu.

6. Skladujte reagencie pro opakované pouziti podle popisu v kapitole
4.2 Manipulace.

7. Pouzité materidly zlikvidujte (viz kapitola 10. Likvidace).

8. Dialogové okno Maintenance (Udrzba) potvrdte kliknutim na tlagitko OK.

7.6.4.1 Vysledky nastaveni béhu PCR

Vysledky nastaveni béhu PCR jsou uloZeny v softwaru AltoStar® Connect software.

1. Kliknutim na moznost PCR Setup — PCR Setup Results (Nastaveni PCR —
Vysledky nastaveni PCR) na panelu nabidek prejdéte na obrazovku Results
(Vysledky).

Na obrazovce Results (Vysledky) se zobrazi tabulka se vSemi vzorky pouZitymi

v poslednim nastaveni béhu PCR a sloupec Status (Stav) vpravo ukazuje, zda byl
proces nastaveni PCR pro dany vzorek proveden upliné (viz tabulka 6).
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Tabulka 6: Vysledky nastaveni béhu PCR

Status (Stav) Vysledky nastaveni béhu PCR

»  Eluat byl Uspésné zpracovan v nastaveni béhu PCR.
* Vysledna smés PCR je pfipravena k pouziti pro béh PCR.

»  Eluat nebyl Uuspésné zpracovan.

»  PFisluSna smés PCR bude v nasledujici analyze PCR automaticky
vynechana.

2. Chcete-li zobrazit vysledky predchozich nastaveni béhu PCR, kliknéte na
tlaCitko Load (Nacist) na panelu nabidek, vyberte pozadované nastaveni
bé&hu PCR ze seznamu v otevifeném dialogovém okné Load Results (Nadist
vysledky) a kliknéte na tlacitko OK.

Software AltoStar® Connect software automaticky vygeneruje 3 soubory s vysledky
nastaveni béhu PCR:

*  Soubor LIMS (.xml) pro pfedani podrobnych informaci o pribéhu nastaveni
béhu PCR vcetné vysledku zpét do systému LIMS

» Zpravu (.pdf) obsahujici podrobné informace o prubéhu nastaveni béhu PCR
vcetné vysledk( pro dokumentaéni ucely

*  Soubor cykléru (.plrn) pro automatické programovani CFX96™ DW Dx

Tyto soubory se ukladaji do umisténi uvedeného v systémovych nastavenich
softwaru AltoStar® Connect software.

POZNAMKA

Soubory s vysledky nastaveni béhu PCR Ize opét vygenerovat nactenim
. pFislusného nastaveni béhu PCR a kliknutim na tlaCitko Create LIMS
File (Vytvorit soubor LIMS) pro vygenerovani souboru LIMS, na tlacitko
1 Create Report (Vytvofit zpravu) pro vygenerovani zpravy nebo na
tlaCitko Create Bio-Rad Cycler File (Vytvorit soubor Bio-Rad cykléru)

pro vygenerovani souboru cykléru.
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7.6.5 Utésnéni PCR desticky

Po nastaveni béhu PCR musi byt PCR desticka utésnéna pomoci tésnici félie pro
PCR desticky. Doporucuje se pouzit AltoStar® Plate Sealer [4s3™ Semi-Automatic
Sheet Heat Sealer (4titude)] nebo PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad). Vhodnost
jinych nez doporuéenych utésrovacl destiCek musi posoudit uzivatel.

Pokud je k utésnéni pouzit néktery z doporuéenych utésriovacu desti¢ek, postupuijte
nasledovné:

1. Zapnéte utésnovac destiCek a ujistéte se, ze adaptér na destiCky neni ve
vkladacim zasobniku.

2. Ujistéte se, ze je utésnovac desticek nastaven takto:

Tabulka 7: Nastaveni utésfiovace desticek

Utésnovac desticek Nastaveni

Teplota [°C]
AltoStar® Plate Sealer

[4s3™ Semi-Automatic 170
Sheet Heat Sealer (4titude)]

PX1 PCR Plate Sealer
(Bio-Rad)

175 3

3. Pockejte, dokud nebude dosazeno nastavené teploty. To mlze trvat nékolik
minut.

4. Umistéte PCR desticku na adaptér desti¢ek utésriovace desticek.

Umistéte jednu tésnici folii pro PCR desticky tak, aby byl &itelny napis , THIS
SIDE UP* (touto stranou nahoru). Ujistéte se, Ze vS8echny jamky PCR desticky
jsou zakryty folii a zadna jamka neni zakryta napisem.
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POZNAMKA

1

Pouziti utésnovace desticek bez adaptéru na desticky umisténého ve
vkladacim zasobniku mlze zpusobit, Ze utésfiova¢ nebude funkéni.
V takovém pfipadé se obratte na technickou podporu spole¢nosti altona
Diagnostics (viz kapitola 12. Technicka podpora).

POZNAMKA

1

Pokud je tésnici folie pro PCR desticky nebo ramecek umistén
nespravné, maze se félie béhem tésnéni pfilepit k ohfivaci desce uvnitf
utésniovace destiCek. To zpUsobi, Zze utésriova¢ bude nefunkéni. V
takovém prfipadé, nebo pokud byl proces utésnéni zahajen bez tésnici
félie pro PCR desticky, nechte utésnovaé desticek vychladnout na
pokojovou teplotu a kontaktujte technickou podporu spole¢nosti altona
Diagnostics (viz kapitola 12. Technicka podpora).

6. Sestavte utésifiovaci ramecek na horni strang, aby drzel tésnici fdlii.

7. Otevrete vkladaci zasobnik stisknutim tlacitka Operate (Provoz)*/ [&**,

8. Umistéte sestavu slozenou z adaptéru desticky, PCR desticky, tésnici folie pro
PCR desticky a té&sniciho ramu do utésfiovace destiCek a stisknéte tlacitko
Operate (Provoz)*/ [A]**,

9. Vkladaci zasobnik se automaticky zavie, po nastavenou dobu se utésni
a znovu se automaticky otevre.

10. Vyjméte utésnénou PCR desti¢ku a adaptér na destiCky z utésfiovace desticek
a zaviete utésnovac desticek stisknutim tladitka Close (Zaviit)*/ [&**,

* AltoStar® Plate Sealer [4s3™ Semi-Automatic Sheet Heat Sealer (4titude)]
** PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad)

7.6.5.1 Stabilita smési PCR

Po dokon&eni nastaveni béhu PCR je smés PCR v uzaviené PCR desti¢ce stabilni

pii pokojové teploté (max. +30 °C) po dobu 30 minut.

A

Neprekracujte dobu skladovani smési PCR, protoze by to mohlo ohrozit
vykonnost produktu.
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7.6.6 Spusténi béhu PCR

Béh PCR se provadi na pfistroji CFX96™ DW Dx pod kontrolou softwaru CFX
Manager™ Dx.

Zapnéte pristroj CFX96™ DW Dx, pfipojeny pocita¢ a monitor.
Spustte software CFX Manager™ Dx.

Na panelu nabidek softwaru CFX Manager™ Dx vyberte File — Open — LIMS
File... (Soubor — Otevfit — Soubor LIMS...) a oteviete dialogové okno Open
LIMS File (Otevfit soubor LIMS).

V Gvodnim dialogovém okné Open LIMS File (Otevfit soubor LIMS) se ujistéte,
Ze v dolni ¢asti pole File name (Nazev souboru). Pokud tomu tak neni, kliknéte
do pole File name (Nazev souboru).

Naskenujte ¢arovy kdéd PCR desticky pomoci ruéniho skeneru ¢arovych kodi
a automaticky vyberte a oteviete spravny soubor LIMS. Zobrazi se dialogové
okno Run Setup (Nastaveni béhu).

POZNAMKA

10.

[ VS8echny parametry potfebné pro zahajeni béhu PCR jsou automaticky

preneseny ze softwaru AltoStar® Connect software do CFX96™ DW Dx
pomoci souboru cykléru.

Kliknutim na tla¢itko Open Lid (Otevfit viko) v dialogovém okné Run Setup
(Nastaveni béhu) otevrete viko pfistroje CFX96™ DW Dx.

Kratce centrifugujte uzavienou PCR desti¢ku, aby se veskera tekutina dostala
na dno jamek.

Vlozte uzavienou PCR desti¢ku do topného bloku CFX96™ DW Dx tak, aby
jamka A1 byla na levé strané.

Zaviete CFX96™ DW Dx kliknutim na tlacitko Close Lid (Zavfit viko)
v dialogovém okné Run Setup (Nastaveni béhu).

Spustte béh PCR kliknutim na tlacitko Start Run (Zacit béh) v dialogovém
okné Run Setup (Nastaveni béhu).
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7.6.6.1 V prubéhu béhu PCR

Dokud neni béh PCR dokoné&en, neni nutna zadna interakce uzivatele. Zobrazi se
dialogové okno Run Details (Detaily o béhu), ve kterém je uveden stav béhu PCR
a odhadovany zbyvajici Cas.

POZNAMKA

. Otevienim vika pristroje CFX96™ DW Dx béhem béhu PCR tlacitkem
na predni strané vika nebo kliknutim na tlacitko Open Lid (Otevfit viko)

1 v dialogovém okné Run Details (Detaily o béhu) dojde k pferuseni béhu
a anulovani v§ech vysledku.

Na konci béhu PCR se zobrazi okno Data Analysis (Analyza dat), které zobrazuje
amplifikacni kfivky, rozloZeni desti¢ek a vysledky.
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7.6.7 Analyza dat PCR pomoci softwaru CFX Manager™ Dx

Vysledky vSech testl (skupin jamek) na desti¢ce PCR je tfeba analyzovat v poradi
znazornéném na obrazku 1.

Prifazeni testil do skupin jamek

Vybér skupiny jamek sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Proved'te analyzu podle tohoto navodu k pouziti

Korekce mezni hodnoty
pro detekéni kanaly FAM™ (BKV) a VIC™ (IC)

Vylouéeni vSech jamek vykazujicich nepravidelné signaly PCR
(napt. linearni nardst signalu, vykyvy signalu atd.)

Nastaveni meznich hodnot
pro detekéni kanaly FAM™ (BKV) a VIC™ (IC) podle kontrol

Vylouéeni vSech jamek, které neobsahuji platna data

podle laboratornich specifikaci a specifikaci uvedenych v tomto navodu k pouziti

Pokud interpretaci vysledkti provadi Pokud interpretaci vysledkii provadi
systém LIMS uzivatel ruéné

Export vysledkli PCR do vysledkového Export vysledkii PCR ve formé zpravy
souboru LIMS (.pdf)

(.csv)

Interpretace vysledku
(napf. vypocet koncentraci vzork)

Vybrat dalSi test (skupinu jamek), ktery se bude analyzovat

Obrazek 1: Proces analyzy dat PCR pomoci softwaru CFX Manager™ Dx
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7.6.7.1 Prirazeni testti do skupin jamek

AltoStar® Workflow (Pracovni proces AltoStar®) zpracovava jeden nebo vice PCR
testl souCasné na jedné PCR desti¢ce. Kazdy test vS8ak musi uzivatel analyzovat
samostatné podle navodu k pouziti pfislusného testu.

Za timto ucelem musi uzivatel pfifadit vSechny testy na PCR desti¢ce k jednotlivym
skupinam jamek v softwaru CFX Manager™ Dx.

1. V okné Data Analysis (Analyza dat) kliknéte na tlacitko Plate Setup
(Nastaveni desti¢ky) na panelu nastroju a vyberte moznost View/Edit Plate
(Zobrazit/upravit destiCku). Zobrazi se dialogové okno Plate Editor (Editor
destiCek) (viz obrazek 2).
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Plate Editor - L111572.pitd
File Settings  Editing Tools
B {8 Scan Mode | All Channels S Well Groups... | [ Trace Styles...
2 4
Unk
BKV
Internal Control
A
HSV-2
NTC | 103208051910 mple 4 | 00000004 Sample 10 | 00000010
AtoStar BKV PCR Kt 1.5 AltoStar BKV PCR Kt 1.5 Aostar siphs irus PCR K2 1.5
Unk
BKV BKV
. Internal Contro
BKV QS1 | 103038051910 Sample 5 | 00000005
AtoStar BKV PCR Kt 1.5 AtoStar BKV PCR Kt 1.5
Unk
BKV BKV
Internal Contro
c
BKV QS2 | 103048051910 mpe 6 | 00000006
AtoStar BKV PCR Kt 1.5 AltoStar BKV PCR Kt 1.5
T e Unk
BKV BKV
Internal Contro
D
BKV QS3 | 103058051910 Sample 7 | 00000007
AtoStar BKV PCR Kt 1.5 AltoStar BKV PCR Kt 1.5
T sd Unlc
BKV BKV
rnal Contr
E
BKV QS4 | 103068051910 Sample § | 00000008
AltoStar BKV PCR Kt 1.5 AltoStar BKV PCR Kt 1.5
Unkc nTC
BKV
Internal Contro
F
Sample 1 | 00000001 NTC | 102205011912
AtoStar BKV PCR K 1.5 AtoStar siphs irus PCR K 1.5
Unkc Pos
BKV vav
G o : HSV-1
HSV-2
2| 00000002 alpha Herpesvirus PC | 102119012004
AltoStar BKV PCR Kt 1.5 aktoStar sipha irus PCR K2 1.5
Unk
BKV
Internal Contro
H
HSV-2
Sample 3 | 00000003 Sample 3 | 00000009
AltoStar BKV PCR K 1.5 |AktoStar aipha Herpesvirus PCR K2 1.5
Il u D)
View View
Plate Type: BRWhte @) Target Name O Concentration [] Sample [] Well Group [] Biological Set [ Well Note

o

@ Plate Loading Guide _

Sample Type

<none>
<none>
<none>

<none>
<none>
<none>

1

[#]  CearReplcate #

[ Exclude Wels in Analysis

Clear Wells

OK

X

?

Obrazek 2: Dialog Plate Editor (Editor desticek)

2. V dialogovém okné Plate Editor (Editor desticek) kliknéte na tlacitko Well
Groups... (Skupiny jamek...) na panelu nastroju. Zobrazi se dialogové okno
Well Groups Manager (Spravce skupin jamek) (viz obrazek 3).

Kliknéte na tlaCitko Add (Pridat).

Do textového pole zadejte nazev prvniho testu.

Vyberte vSechny jamky v oblasti PCR desky, které patfi k prvnimu testu (viz
obrazek 3). Jamky patfici k jednotlivym testim Ize v dialogovém okné Plate
Editor (Editor desticek) identifikovat podle zaznamu v poli Biological Set
(Biologicka sada).
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Well Groups Manager X
Add | [Atostar BV PCR Kt 15 ]| Delete
Loli? 3 4 L (] 7 8 9 10 1 12

A Unk

B

C

D

E

F NTC

G Pos

H Unk

Obrazek 3: Dialog Well Groups Manager (Spravce skupin jamek)

Opakujte kroky 3-5 pro vSechny testy na PCR desticce.

Potvrdte pfifazeni skupiny jamek kliknutim na moznost OK. Dialogové okno
Well Groups Manager (Spravce skupin jamek) se zavre.

Zaviete dialogové okno Plate Editor (Editor desti¢ek) kliknutim na moznost
OK.

Kliknutim na moznost Yes (Ano) potvrdte pouziti zmén.
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V okné Data Analysis (Analyza dat) vyberte Well Group (Skupina jamek) pro sadu
AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Proto kliknéte na rozbalovaci nabidku Well Group
(Skupina jamek) hned vedle tlagitka Well Group (Skupina jamek) (viz obrazek 4)
na panelu nastroji. NepoZivejte Well Group (Skupina jamek) ,All Wells* (V§echny
jamky). Vybeér na obrazku 4 slouzi jako obecny pfiklad zobrazeni.

Pfed analyzou vysledk( se ujistéte, Ze skupina jamek sady AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5 obsahuje vSechny jamky sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 a zadné jamky
jinych testa.

& ’ AllWells v |
AltoStar BKV
AltoStar aliha H«I

Obrazek 4: Tlacitko Well Group (Skupina jamek) a rozeviraci nabidka Well Group
(Skupina jamek)

POZNAMKA

L n P G q S AT oyl S
1 Kombinovana analyza vice nez jednoho testu mize vést k nespravnym

vysledkdm.

Stejné jako u kazdého diagnostického testu se vysledky interpretuji
s ohledem na v8echny klinické a laboratorni nalezy.
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7.6.7.2 Korekce mezni hodnoty

Je mozné, zZe nastaveni mezni hodnoty pouzivané softwarem CFX Manager™
Dx bude nutné korigovat pro jednotlivé jamky analyzovaného testu [Well Group
(Skupina jamek)].

1. V okné Data Analysis (Analyza dat) vyberte Well Group (Skupina jamek) pro
sadu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Proto kliknéte na rozbalovaci nabidku Well
Group (Skupina jamek) hned vedle tlacitka Well Group (Skupina jamek) (viz
obrazek 4) na panelu nastroja.

2. V levé casti okna Data Analysis (Analyza dat) zaskrtnéte pouze policko FAM
pro detekéni kanal cile BKV.

3. V panelu nabidek okna Data Analysis (Analyza dat) kliknéte na Settings —
Baseline Threshold... (Nastaveni — Prah mezni hodnoty...), ¢imZ oteviete
dialogové okno Baseline Threshold (Prah mezni hodnoty) (viz obrazek 5).

4. Jednim kliknutim na symbol ¢ v zahlavi sloupce Baseline End (Konec mezni
hodnoty) sefadite tabulku podle vzestupnych hodnot Baseline End (Konec
mezni hodnoty).

5. Vyberte vSechny fadky, které vykazuji hodnotu Baseline End (Konec mezni
hodnoty) 1-9 (viz obrazek 5).
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Baseline Threshold S M
Baseline Cycles
©) Auto Calculated
@ User Defined Bold indicates a changed value.
Wel O Fuor <>|Baa-°:';n_“° o|3aé="_;° a[4]
1 |01 JFam 3 4
2 |B02 FAM 3| 4
3 801 FAM 3 4
4 [Co2 FAM 3 9|
5 |col FAM 3 2 |7
il & |po2 FAM 3 2
7 |po1 FAM 3 %
8 GOt FAM 3 27
3 [FoO1 FAM 3 27
10 |E02 FAM 3 28
11 EO1 FAM 3 28 ! |
All Selected Rows:  Begin: |3 B End: [ E
Single Threshold b

@ Auto Calculated: 998,84
©) User Defined: (998,84

Obrazek 5: Dialogové okno Baseline Threshold (Prah mezni hodnoty)

6. Pro vybrané fadky nastavte hodnotu v poli End: (Konec:) na 45 (viz obrazek 5).
7. Nastaveni potvrdte kliknutim na OK.

8. V levé Casti okna Data Analysis (Analyza dat) zruSte zaskrtnuti policka FAM
a zaSkrtnéte pouze poli¢ko VIC pro detekeni kanal cile IC.

9. Opakujte kroky 3—7 pro detekéni kanal VIC™ (IC).
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7.6.7.3 Vylouceni nepravidelnych signalti PCR

Platné vysledky Ize ziskat pouze ze signalt PCR, které neobsahuji signalni artefakty,
jez mohou byt zplGsobeny napf. necistotami nebo bublinami ve smési PCR. Signaly
PCR, které obsahuiji signalni artefakty, musi uzivatel vyloucit.

1. V okné Data Analysis (Analyza dat) vyberte Well Group (Skupina jamek) pro
sadu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Proto kliknéte na rozbalovaci nabidku Well
Group (Skupina jamek) hned vedle tlacitka Well Group (Skupina jamek) (viz
obrazek 4) na panelu nastroja.
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2. Identifikujte jamky s nepravidelnymi signaly PCR (linearni narust signalu, hroty
signalu atd.) v kterémkoli z detekénich kanald FAM™ (cil BKV) a VIC™ (IC)
(viz obrazek 6).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File View Settings Export Tools & plate setup - | - |
Quantification ﬁé Quantification Data Gene Expression End Point E Allelic Discrimination

Amplification EI
T T T

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Obrazek 6: Okno Data Analysis (Analyza dat): nepravidelny signal PCR
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3. Kliknéte na kazdou pfisluSsnou jamku pravym tlacitkem mySi a vyberte
moznost Well... — Exclude from Analysis (Jamka...— Vylougit z analyzy)
(viz obrazek 7).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File View Settings Export Tools PlateSetupv|a|

Quantification ﬁé Guantification Data Gene Expression End Point E Allelic Discrimination

Amplification IEI
T T T

Well G1 3

Copy Remove from View

Copy as Image set Color..,

Print... Exclude from Analysis
Print Selection...

Obrazek 7: Okno Data Analysis (Analyza dat): vyloucit jamku z analyzy

Completed
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4. Vybrana jamka je z analyzy vylou¢ena. Pro tuto jamku nebudou vygenerovany
zadné vysledky (viz obrazek 8).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File View Settings Export Tools & plate setup - | & |
Quantfication Quantification Data Gene Expression End Point E Allglic Discrimination

Amplification EI
T T T

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Obrazek 8: Okno Data Analysis (Analyza dat): vylou¢ena jamka
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7.6.7.4 Nastaveni prahovych hodnot

Prahové hodnoty pro detekéni kanaly FAM™ (cil BKV) a VIC™ (IC) musi uzivatel
nastavit ruéné podle signalli kontrol.

1. V okné Data Analysis (Analyza dat) vyberte Well Group (Skupina jamek) pro
sadu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Proto kliknéte na rozbalovaci nabidku Well
Group (Skupina jamek) hned vedle tlacitka Well Group (Skupina jamek) (viz
obrazek 4) na panelu nastroja.
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2. V levé casti okna Data Analysis (Analyza dat) zaskrtnéte pouze poli¢ko VIC pro
detekeni kanal IC (viz obrazek 9).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File  View Settings Export Tools Plate Setup ~ | a |

Quantification Quantification Data Gene Expression End Paint E Allelic Discrimination

Amplification EI
T T T

T i |
w00 b SUTP e, ................. .............
: w00t SRR ST _________________ _____________
o0 Fooo e .................. ................ .................. .............
qooo0 oo .................. ................ .................. .............

I | & = | m| g 0@ =

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Obrazek 9: Okno Data Analysis (Analyza dat): nastaveni prahové hodnoty VIC™
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3. V zobrazeni desti¢ky v okné Data Analysis (Analyza dat) vyberte pouze jamku
NTC (viz obrazek 9).

4. Pretahnéte prahovou hodnotu do exponencidlni oblasti signalu NTC (viz
obrazek 9).

POZNAMKA

®
1 NTC obsahuje templat IC, ktery vede k signalu IC v platné jamce NTC.

5. V levé ¢asti okna Data Analysis (Analyza dat) zruste zaskrtnuti policka VIC
a zaskrtnéte policko FAM pro detekéni kanal cile BKV (viz obrazek 10).
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‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File  View Settings Export Tools Plate Setup ~ | a |

1] Quantification ﬁé Quantification Data Gene Expression End Point E Allglic Discrimination

Amplification EI
T T T

| | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Obrazek 10: Okno Data Analysis (Analyza dat): nastaveni prahové hodnoty FAM™

V zobrazeni destiCek v okné Data Analysis (Analyza dat) vyberte pouze jamky
obsahujici NTC a QS (viz obrazek 10).

Pretahnéte prahovou hodnotu vyrazné nad signal NTC do exponencialni
oblasti signalt QS (viz obrazek 10).
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7.6.8 Platnost vysledki PCR

7.6.8.1 Vylouceni jamek obsahujicich neplatna data

Jamky, které neobsahuiji platna data, musi uzivatel z generovani vysledkl vylougit.

1. V okné Data Analysis (Analyza dat) vyberte Well Group (Skupina jamek) pro
sadu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Proto kliknéte na rozbalovaci nabidku Well
Group (Skupina jamek) hned vedle tlacitka Well Group (Skupina jamek) (viz
obrazek 4) na panelu nastroja.

2. Identifikujte vSechny jamky obsahujici neplatna data. Jamka je neplatna, pokud
nastane néktera z nasledujicich podminek:

a) Cely béh je neplatny [viz kapitoly 7.6.8.2 Platnost diagnostického
béhu PCR (kvalitativni) a 7.6.8.3 Platnost diagnostického béhu PCR
(kvantitativni)].

b) Data z jamky nespliuji kontrolni podminky pro platny vysledek (viz
kapitola 7.6.8.4 Platnost vysledkul pro vzorek).
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3. Kliknéte na kazdou jamku obsahujici neplatna data podle kapitol 7.6.8.2
Platnost diagnostického béhu PCR (kvalitativni) az 7.6.8.4 Platnost vysledku
pro vzorek pravym tlagitkem mysi a vyberte moznost Well... — Exclude from
Analysis (Jamka...— Vyloucit z analyzy) (viz obrazky 11 a 12).

i Data Analysis - L111572.perd
File View Settings FExport Tools €y piate setup - ‘ - |

Quantification ﬁé Quantification Data |] Gene Expression End Poirt E Allelic Discrimination

Amplification El
T T T

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Obrazek 11: Okno Data Analysis (Analyza dat): neplatna jamka
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i Data Analysis - L111572.perd

5 |[wmsereey - |
JE Quantification ’@\ Quartification Data EEJ] Gene Expression End Paint E Allelic Discrimination

Amplification EI

File  View  Settings Export Tools Plate Setup -

5000 4

4000 4

3000 4

RFU

Cycles [] Log Scale

Remove from View

Copy as Image Set Color...

Print... Exclude from Analysis
Print Selection...

Export to Excel...
| Completed | Export to C5V... hannels | Plate Type: BR White

Obrazek 12: Okno Data Analysis (Analyza dat): vyloucit neplatnou jamku z analyzy

Vybrana jamka je z analyzy vylou€ena. Pro tuto jamku nebudou vygenerovany
Zadné vysledky.

60



AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

7.6.8.2 Platnost diagnostického béhu PCR (kvalitativni)
Kvalitativni diagnosticky béh PCR je platny, pokud jsou splnény nasledujici
podminky:

Tabulka 8: Kontrolni podminky pro platny béh PCR (kvalitativni)

Kontrola Detekéni kanal

FAM™
(cil BKV)

+ Neplati

- +

Kvalitativni diagnosticky béh PCR je neplatny, pokud:

» Béh nebyl dokonéen.
* Neni splnéna néktera z kontrolnich podminek pro platny kvalitativni
diagnosticky béh PCR.

V pfipadé neplatného diagnostického béhu PCR vyluéte vSechny jamky z analyzy
a opakujte béh AltoStar® z pavodnich vzorkd.

7.6.8.3 Platnost diagnostického béhu PCR (kvantitativni)
Kvantitativni diagnosticky béh PCR je platny, pokud jsou splnény nasledujici
podminky:
» Jsou splnény v8echny kontrolni podminky pro platny kvalitativni diagnosticky
béh PCR [viz kapitola 7.6.8.2 Platnost diagnostického béhu PCR (kvalitativni)].

* Vytvofend standardni kfivka dosahuje nésledujici hodnoty kontrolniho
parametru:

Tabulka 9: Kontrolni parametr standardni kfivky

Kontrolni parametr Platna hodnota

R na druhou (R?) 20,98
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KontroIni parametr standardni kfivky se zobrazi pod grafem standardni kfivky
v okné Data Analysis (Analyza dat) (viz obrazek 13).

Standardni kfivka

T
34 + -
30 + -—
o
oa T i i Ty ]
..‘=|::::IH.=|=:::I..‘=|==:=|‘.=:\§,)=
1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
Logaritmicka pocateéni koncentrace
O Standardni
> Neznama

FAM  E=105,2% R"2=1,000 Slope=-3,204 y-int=36,849

Obrazek 13: Data standardni kfivky

Kvantitativni diagnosticky béh PCR je neplatny, pokud:

* Béh nebyl dokoncen.
* Neni splnéna néktera z kontrolnich podminek pro platny kvantitativni
diagnosticky béh PCR.

V pfipadé neplatného diagnostického béhu PCR vyluéte vSechny jamky z analyzy
a opakujte béh AltoStar® z plvodnich vzorkd.

7.6.8.4 Platnost vysledkt pro vzorek

Vysledek pro jednotlivy vzorek je neplatny, pokud jsou signaly v detekénim
kanalu VIC™ (IC) i v detekénim kanalu FAM™ (cil BKV) negativni (viz tabulka 10).
V pfipadé neplatného vysledku u vzorku vylu¢te jamku z analyzy a opakujte
testovani z ptivodniho vzorku nebo odeberte a otestujte novy vzorek.
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Tabulka 10: Platnost vysledku

Detekéni kanal

Platnost vysledku
FAM™ (cil BKV) VIC™ (IC)

+ Platny vysledek
- Platny vysledek*

+ Platny vysledek

- - Neplatny vysledek

* Detekce IC se nevyzaduje, pokud je cil BKV detekovan. Vysoka zatéz BKV DNA ve vzorku
muZze vést ke snizenému nebo chybéjicimu IC signalu.

7.6.9 Export vysledkli PCR pro jejich interpretaci provadénou
systémem LIMS

Aby byly vysledky béhu PCR k dispozici pfipojenému systému LIMS pro jejich
interpretaci, je tfeba je exportovat ve formatu souboru vysledkd LIMS (.csv).

1. V okné Data Analysis (Analyza dat) vyberte Well Group (Skupina jamek) pro
sadu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Proto kliknéte na rozbalovaci nabidku Well
Group (Skupina jamek) hned vedle tlacitka Well Group (Skupina jamek) (viz
obrazek 4) na panelu nastroja.

2. Ujistéte se, ze vSechny kroky procesu analyzy (viz kapitoly 7.6.7.2 Korekce
mezni hodnoty az 7.6.8.1 Vylou€eni jamek obsahujicich neplatna data) byly
pro skupinu jamek sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 dokonceny.

3. Na panelu nabidek okna Data Analysis (Analyza dat) kliknéte na moznost
Export — Export All Data Sheets (Export — Exportovat vSechny datové
listy), ¢imz oteviete dialogové okno Browse For Folder (Prochazet slozku).

4. V dialogovém okné Browse For Folder (Prochazet slozku) zadejte umisténi pro
soubory vysledkl LIMS, které se maji vygenerovat, a kliknéte na moznost OK.
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POZNAMKA

Integrace LIMS musi byt provedena podle specifikaci spole€nosti
* altona Diagnostics. Informace o integraci LIMS naleznete v kapitole 17.
1 Protokol testu pro software AltoStar® Connect software a informace
pro integraci LIMS a/nebo kontaktujte technickou podporu spole¢nosti

altona Diagnostics (viz kapitola 12. Technicka podpora).

POZNAMKA

Ulozeni vysledkud vice nez jednoho testu (skupiny jamek) z béhu PCR
[ do stejné slozky vede k nahrazeni souboru vysledkd LIMS prvniho testu
1 (skupiny jamek) soubory vysledkd LIMS druhého testu (skupiny jamek).
V tomto pripadé Ize opét exportovat soubory vysledk( LIMS prvniho

testu (skupiny jamek).

7.6.10 Export vysledkl PCR pro ruéni interpretaci vysledku

Pokud nejsou vysledky prfedany do systému LIMS pro interpretaci vysledki timto
systémem, musi interpretaci vysledkd provést uZivatel ruéné. Za timto ucelem je
tfeba exportovat vysledky analyzy kazdého testu (skupiny jamek) ve formé zpravy.

1. V okné Data Analysis (Analyza dat) vyberte Well Group (Skupina jamek) pro
sadu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5. Proto kliknéte na rozbalovaci nabidku Well
Group (Skupina jamek) hned vedle tlacitka Well Group (Skupina jamek) (viz
obrazek 4) na panelu nastroja.

2. Vlevé ¢asti okna Data Analysis (Analyza dat) zaskrtnéte poli¢ko VIC a policko
FAM.

3. Ujistéte se, Ze vSechny kroky procesu analyzy (viz kapitoly 7.6.7.2 Korekce
mezni hodnoty az 7.6.8.1 Vylou€eni jamek obsahujicich neplatna data) byly
pro skupinu jamek sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 dokonceny.

4. Na panelu nabidek okna Data Analysis (Analyza dat) kliknéte na moznost
Tools — Reports... (Nastroje — Zpravy...), ¢imz oteviete dialogové okno
Report (Zprava).
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5. Ujistéte se, Ze je v levé horni ¢asti dialogového okna Report (Zprava) vybran

alespon nasledujici obsah pro generovani zpravy (viz obrazek 14):

] Header
Report Information
LI Notes

[ Run Setup

—1 Run Information
Protocol
{7 Plate Display

Mquantification

1 Analysis Settings
—f A Amplification Chart
[ Standard Curve Chart

_{/]Data

[1 Gene Expression - Bar Chart

A Analysis Settings
] Chart

Target Names
—/]Sample Names
] Data

L[] Target Stability

Obrazek 14: Dialogové okno Report (Zprava)

Zaskrtnutim pfisluSnych policek podle potieby vyberte nebo zruste vybér
dalSiho obsahu zpravy.

Na panelu nabidek dialogového okna Report (Zprava) kliknéte na moznost File
— Save As... (Soubor — Ulozit jako...) ¢imz oteviete dialogové okno Save
Report (UloZit zpravu).

V dialogovém okné Save Report (Ulozit zpravu) zadejte nazev a umisténi
souboru zpravy, ktery ma byt vygenerovan, a kliknéte na tlacitko Save (Ulozit).

7.6.10.1 Rucni interpretace vysledk

1.

Otevrete soubor zpravy vygenerovany pro skupinu jamek sady AltoStar® BKV
PCR Kit 1.5 (viz kapitola 7.6.10 Export vysledk( PCR pro ruéni interpretaci
vysledku).

Viz tabulka Quantification Data (KvantifikaCni data) ve zprave (viz obrazek 15).
Tabulka obsahuje 2 fadky pro kazdy Sample (Vzorek) — jeden pro Target (Cil)
BKYV a jeden pro Target (Cil) Internal Control (Interni kontrola).
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Quantification Data

e ey e I el Y P P O e e e
aor| | Bk | wTe | R benkere | A 000 | 0000 NA NA  [0.00E+00| 0.00E+00

A02|FAM| BKY | Unkn zggﬂi‘;g“‘ BB | af 000 [ oooo NA NA 0.00E+00| 0.00E+00 C“"ﬁ:‘,"‘;’gf&ﬁm’-
Bot|Fam| gy | s | BRI | Aemnas  [23972397| 0000 | 1.000E+04 4000  |1.00E+04| 0.00E+00

B02|FAM| giy | Unkn e Mtostar 8KV la6s| 3465 | 0000 | 4855€+00 0686 [4.85E+00| 0.00E+00 | CONCentatEn factor
cot|FamM| Brv | s | oggz;/agssfslw 0 MioSter 8KV la7.26[ 27.28 | 0.000 | 1.000E+03 3000  |1.00E+03| 0.00E+00

coz|FaM| BKV | Unkn e HioSter SKY | i | 0.00 [ 0.000 NIA A [0.00E+00| 0.00E+00 | Concentration factor
oot|Fam| Bkv | s | | SKVASB] | AleSier Y fs0s4| s054| 0000 | 1.000Es02 2000 |1.00E+02| 0.00E+00

Eo1|FaM| Bkv | s | SKUOSAL | AleserSiY lasel 356 | 0.000 | 1.000E401 1000 |1.00E+01| 0.00E+00

goz|FaM| Bkv | unn | gemme S Aester 37 s22|28.22| 0000 | 4.924E%02 2692 [4.926+02] 0.008+00 | Concentretion fecor
For(Fam| sy | unen | Somee Aiostor BV fe.14| 2614 | 0.000 | 21956408 3341 [2208+03] 0.008+p | Concentetion foctor
Hot|Fam | Bkv | unkn | Goreed) NioSter B || 0.00 [ 0.000 NA NA  [0.00E+00] 0.008v00 | ConSEREa? factor
ao1fvie | el | nTe | N o | Aeminas 2527 2527 | 0000 NA NA NA | 0.00E+00

02| vic | (temel |y | Sompie | Aiasier 8KV 126.08] 26.08 | 0.000 NA NA NiA | 0.00Es0g | Concentration factor
802| Vic 'g;en"'::“ Unkn ﬁga"op(’;g; ‘;"é’:'z;?gv [25 46| 25.46 | 0.000 NA NA NA | 0.00E+00 c""j:'g_’g;ifa/:""f‘“’
co2| vic 'C”;en"':;‘ Unkn ﬁg;"cp(’fogé ‘;"c"s';;?gv 2533 25.33 | 0.000 NA NA NA | 0.00E+00 C“"ﬁz’gﬁ;f&:ﬂc‘m
goz| vic | el | unkn postnad asiar 8KV 126.25| 2625 | 0.000 NIA NiA NiA | 0.00E+00 | Concenraton factor
Fo1| vic 'g:fn"’:;‘ Unkn ﬁgg&’;&w‘ Aostar SKY losas| 25.45 | 0000 N/A NA NA | 0.00E+00 C"“ﬁ‘;’g";’[‘;fﬂf:ﬂc‘”-
Ho1| vic '{’;‘fr‘:’:‘:“ Unkn Sample 3 | Allastar 8KV 125.70] 25.70 | 0.000 N/A N/A NA | 0.00E+00 C°"ﬁ‘;’[‘)"gg“l’&:§m“

Obrazek 15: Zprava: Quantification Data (Kvantifikacni data)

Kvalitativni vysledky by byly oznaceny terminem qualitative (kvalitativni) ve sloupci
Well Note (Poznamka k jamce) v tabulce Quantification Data (KvantifikaCni data).

3. Oznacte kazdy radek Target (Cil) BKV a pojmem qualitative (kvalitativni) ve
sloupci Well Note (Poznamka k jamce).
4. V téchto fadcich najdete ve sloupci C_ vysledek pfislusného Sample (Vzorku).

5. Interpretace kvalitativnich vysledku je uvedena v tabulce 11.

Tabulka 11: Kvalitativni vysledky: interpretace vysledku

Prahovy cyklus (Cq) cile BKV Interpretace vysledku

1-45 Zjisténa specificka BKV DNA.

Nebyla zjisténa zadna BKV specifické DNA.
N/A Vzorek neobsahuje detekovatelné mnozstvi
BKV specifické DNA.
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Kvantitativni vysledky jsou oznaceny Concentration factor (koncentracni faktor) ve
sloupci Well Note (Poznamka k jamce) v tabulce Quantification Data (Kvantifikaéni
data) (viz obrazek 15).

6. Oznacte kazdy rfadek Target (Cil) BKV a Concentration factor (koncentracni
faktor) ve sloupci Well Note (Poznamka k jamce).

7. V téchto fadcich je ve sloupci Starting Quantity (SQ) [Pocatecni mnozstvi
(SQ)] uvedena koncentrace BKV naméfena v eluatu pfislusného Sample
(Vzorek). Pro vypocet vysledku pro plvodni vzorek pacienta musi uZivatel
vynasobit hodnotu Starting Quantity (SQ) [Pocate¢ni mnozstvi (SQ)]
prislusnym Concentration factor (koncentracni faktor) (v€etné jednotky).

8. Interpretace kvantitativnich vysledku je uvedena v tabulce 12.

Tabulka 12: Kvantitativni vysledky: interpretace vysledku

Starting Quantity (SQ)

Interpretace vysledku

[Pocatecni mnozstvi (SQ)] cile BKV

Zjisténa BKV specifické DNA. Pro vypocet
koncentrace plvodniho vzorku pacienta
vynasobte hodnotu Starting Quantity (SQ)
[Pocgatecni mnozstvi (SQ)] Concentration
factor (koncentracni faktor) ve sloupci Well
Note (Poznamka k jamce).

>0

Nebyla zjisténa zadna BKV specifické DNA.
N/A Vzorek neobsahuje detekovatelné mnozstvi
BKV specifické DNA.

7.6.11 Analyza dat PCR a automaticka interpretace vysledku
pomoci nastroje FastFinder

Analyzu dat PCR a automatickou interpretaci vysledki Ize volitelné provést pomoci
nastroje FastFinder Standalone a zasuvného modulu testu AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5. Platna verze zasuvného modulu testu je uvedena v kapitole 3.2 Zasuvny
modul testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

DalSi informace o nastroji FastFinder Standalone naleznete v pfisluSném navodu
k pouziti.
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POZNAMKA

Zasuvny modul testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 je uréen jako podpora

® pro interpretaci vysledku generovanych sadou AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

1 v systému CFX96™ DW Dx. V8echny vysledky vygenerované pomoci

zasuvného modulu testu musi byt zkontrolovany lidskym pracovnikem z
hlediska platnosti a spravnosti.

1. Spustte aplikaci FastFinder Standalone na pocitaéi pro automatizovanou
analyzu AltoStar® Automated Analysis PC.

2. Pro pfihladeni zadejte své uZivatelské udaje a heslo. Zobrazi se uvodni
obrazovka. PFistupné jsou vSechny oteviené a autorizované analyzy.

3. Kiliknéte na moznost Create new analysis (Vytvofit novou analyzu).

4. \Vyhledejte datovy soubor, ktery chcete analyzovat, a vyberte jej kliknutim na
moznost Open (Otevfit). Podporovany jsou pouze soubory PCRD. Soubor je
nahran a analyzovan. Po dokonceni analyzy se zobrazi Ready for review
(Pripraveno ke kontrole).

POZNAMKA

Duirazné doporucujeme analyzovat najednou pouze jeden soubor s daty
1 PCR (.PCRD), a neanalyzovat vice béhti PCR v davkach.

5. Kliknutim na béh PCR zahajite proces kontroly.

6. Prezkoumejte kontroly a vyfeste pfipadna chybova hlaSeni na zakladé varovani
pro jednotlivé vzorky.

POZNAMKA

Ujistéte se, ze nerozhodnutelné vzorky byly potvrzeny jako neprikazné
1 a Ze vzorky byly znovu extrahovany a testovany.

7. Autorizujte nebo restartujte analyzu.
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Po kliknuti na moznost Authorize (Autorizovat) se analyza automaticky stahne
jako soubor .CSV. Soubory PDF Ize stahnout z autorizovanych analyz. Kliknéte na
tla¢itko Actions (Akce) v pravém hornim rohu a vyberte moznost Generate PDF
Export (Generovat export do PDF). Ve stejné nabidce pfejdéte do ¢asti Downloads
(Stazené soubory) a otevrete soubor.

8. Pouziti sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 s jinymi pristroji
pro real-time PCR, nez je systém CFX96™ Deep Well
Dx System

Kromé systému CFX96™ DW Dx byla sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 validovana
i s jinymi pfistroji pro real-time PCR (viz kapitola 5.3.2 DalSi pracovni postupy).
Nasledujici kapitoly 8.1 Pozadovany, ale nedodany material a zafizeni a 8.2 Postup
popisuji, jak pouzivat sadu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 s témito pfistroji.

8.1 Pozadovany, ale nedodany material a zarizeni

Jsou zapotfebi nasledujici pfistroje, software a materialy:

» Obecné materidly a zafizeni (viz kapitola 7.5 Obecny material a zafizeni)

*  Systém CFX96™ Deep Well Dx System a software CFX Manager™ Dx
verze 3.1 (Bio-Rad)

o 96jamkové PCR desticky a tésnici félie (podrobnosti viz tabulka 3)

e Systém CFX96™ Dx System a software CFX Manager™ Dx verze 3.1
(Bio-Rad)

o 96jamkové PCR desticky a tésnici félie (podrobnosti viz tabulka 3)

* Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform a Rotor-Gene® Q Software verze 2.3.1
(QIAGEN)

o Zkumavky 0,1 ml a vicka [Zkumavky STRIP 0,1 ml pro cykléry Rotor-Gene®
(LTF Labortechnik) nebo ekvivalentni]
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* Systém QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System a QuantStudio™ 5 Dx
Software v1.0.2 a ABI Prism® 7500 SDS a 7500 Software v2.3 (Applied
Biosystems)

o 96jamkové PCR desticky a tésnici félie [MicroAmp™ Optical 96-Well
Reaction Plate a MicroAmp™ Optical Adhesive Film (Applied Biosystems)
nebo ekvivalentni]

» Pristroj LightCycler® 480 Instrument Il a LightCycler® 480 Software verze 1.5.1
(Roche)

> 96jamkové PCR desticky a tésnici félie [LightCycler® 480 Multiwell Plate
96, bila a LightCycler® 480 Sealing Foil (Roche) nebo ekvivalentni]

POZNAMKA

[ - Sr e - R
Nedoporucuje se pouzivat jiné materialy nebo zafizeni, nez je uvedeno
1 v tomto navodu k pouziti.

8.2 Postup

8.2.1 Priprava vzorku

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byla validovana pomoci systému AltoStar® AM16
v kombinaci se sadou AltoStar® Purification Kit 1.5.

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 musi byt pouzita s heterologni IC (AltoStar® Internal
Control 1.5), kterd umoznuje kontrolovat postup pfipravy vzorku (extrakce nukleové
kyseliny) a nasledujici PCR.

Objem IC, ktery se pfidava do smési vzorku a lyzaéniho pufru, zavisi na eluénim
objemu. Pfedstavuje 50 % elu¢niho objemu.

Skladovani eluatd za nespravnych podminek muZe vést k degradaci
BKYV cilové sekvence a mize ohrozit vykonnost produktu.
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8.2.2 Nastaveni master mixu

V8echny slozky sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 a vzorky by meély byt pfed pouzitim
zcela rozmrazeny, promichany (pipetovanim nebo pomoci jemného vortexu)
a kratce centrifugovany. Nastavte master mix podle nasledujiciho pipetovaciho
schématu:

Tabulka 13: Pipetovaci schéma (nastaveni master mixu)

Pocet reakci (rxns)

Master A 5l 60 pl
Master B 15 pl 180 pl
Objem master mixu 20 pl 240 pl

a Master B, nezZ je uvedeno v tomto navodu k pouziti, protoZze by to

: Pro nastaveni master mixu nepouzivejte jiné objemy Master A
mohlo ohrozit vykonnost produktu.

zpUsobit kontaminaci vicek zbytky reagencii a mdze ohrozit vykonnost

: Nedostateéna centrifugace slozek produktu po rozmrazeni muze
produktu.

8.2.3 Nastaveni reakce

1. Napipetujte 20 yl master mixu do kazdé pozadované jamky vhodné optické
96jamkové PCR desticky nebo vhodné optické reakéni zkumavky.

2. Pridejte 10 pl vzorku (eluat z extrakce nukleové kyseliny) nebo 10 pl kontrol
(QS1-4 nebo NTC).
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Tabulka 14: Pipetovaci schéma (nastaveni reakce)

Nastaveni reakce

Master mix 20 pl
Vzorek nebo kontrola 10 pl
Celkovy objem 30 pl

3. Ujistéte se, Ze pro kvantitativni analyzu jsou pouzity QS1-4 a 1 NTC. Pro
kvalitativni analyzu se ujistéte, Ze jsou pouzity alespont QS4 a 1 NTC.

4. Dukladné promichejte vzorky a kontroly s master mixem pipetovanim nahoru
a doll.

5. Zavriete 96jamkovou PCR desticku pomoci tésnici félie pro PCR desti¢ky a
reakéni zkumavky pomoci vhodnych vi€ek (viz kapitolu 8.1 Pozadovany, ale
nedodany material a zafizeni).

6. Centrifugujte 96jamkovou PCR desticku v centrifuze s rotorem pro mikrotitracni
desti¢ky po dobu 30 sekund pfi pfiblizné 1 000 x g (~ 3 000 ot./min.).

NTC vzdy obsahuje Sablonu IC ve spravné koncentraci.

Po dokonéeni pfipravy PCR je smés PCR stabilni pfi pokojové teploté (max. +30 °C)
po dobu 30 minut.

Neprekracujte dobu skladovani smési PCR, protoZe by to mohlo ohrozit
vykonnost produktu.

Béhem nastaveni PCR nebo pfenosu do pfistroje pro PCR nepomichejte

vzorky nebo ID vzorkd. To by mohlo vést k faleSné pozitivnim nebo
faleSné negativnim vysledkim v disledku nespravného pfifazeni

vzorkd.
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8.2.4 Béh PCR

8.2.4.1 Programovani pristroje pro real-time PCR

Zakladni informace o nastaveni a programovani rdznych pfistrojli pro real-time
PCR naleznete v navodu k pouziti pfislusného pfistroje.

Podrobné pokyny k programovani v souvislosti se sady AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5 na konkrétnich pfistrojich pro real-time PCR ziskate od technické podpory
spolecnosti altona Diagnostics (viz kapitola 12. Technicka podpora).

8.2.4.2 Nastaveni béhu

Definujte nasledujici zakladni nastaveni:

Tabulka 15: Nastaveni béhu

Objem reakce 30 pl
Rychlost nardstu Vychozi
Pasivni reference* ROX™

* Pokud je to relevantni

Definujte nasledujici fluorescenéni detektory (barviva):

Tabulka 16: Fluorescenéni detektory

Nazev Kdo podava e
i Zhasec
detektoru zpravu
BKV BKV FAM™ (Zadny)
IC Internal Control JOE™ (Zadny)
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Definujte nasledujici teplotni profil a ziskavani barviva:

Tabulka 17: Teplotni profil a ziskavani barviva

OP:;I‘:I‘:‘é"i Akvizice | Teplota [°C]
Denaturace Udrzovani 1 - 95 02:00
- 95 00:15
Amplifikace Cykleni 45 Ano 58 00:45
- 72 00:15

Nepouzivejte jiné podminky cyklovani, nez je uvedeno v tomto navodu
k pouziti, protoze by to mohlo ohrozit vykon vyrobku.

8.2.5 Analyza dat

Z&kladni informace o analyze dat na konkrétnich pfistrojich pro real-time PCR
naleznete v navodu k pouziti pfisluSsného pfistroje.

Podrobné pokyny k analyze dat ziskanych pomoci sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
na rtznych pfistrojich pro real-time PCR ziskate od technické podpory spole¢nosti
altona Diagnostics (viz kapitola 12. Technicka podpora).

Kritéria platnosti diagnostickych béht PCR a interpretace vysledk( bez ohledu na
pristroj pro real-time PCR jsou popsana v kapitolach 7.6.8.2 Platnost diagnostického
béhu PCR (kvalitativni) az 7.6.8.4 Platnost vysledk( pro vzorek, v kapitole
7.6.10.1 Ru¢ni interpretace vysledku a v tabulkach 11 a 12.

POZNAMKA

. “ . . .
1 Koncentrace ,vzorku® se zobrazuje v IU/ul a vztahuje se ke koncentraci
v eluatu.
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Pro stanoveni virové naloze puvodniho vzorku je tfeba pouzit nasledujici vzorec:

Virova zatéz (Vzorek) Objem (Eluat) [ul] - Virova zatéz (Eluat) [IU/pl]
[IU/mI]

Vstupni objem vzorku [ml]

Pro analyzu dat nepouzivejte jina kontrolni nastaveni, nez je uvedeno
A v tomto navodu k pouziti, protoZze by to mohlo vést k nespravnym
vysledkdm IVD vySetfeni.

Stejné jako u kazdého diagnostického testu se vysledky interpretuji
s ohledem na vSechny klinické a laboratorni nalezy.

9. Data o vykonu

Vykonnost sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byla hodnocena pomoci 1.
mezinarodniho standardu WHO pro BK virus pro techniky amplifikace nukleové
kyseliny (kéd NIBSC: 14/212) a standardniho materialu BKV kalibrovaného podle
mezinarodniho standardu WHO.

Udaje o vykonnosti byly ziskany pomoci sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 s vyuZitim
AltoStar® Workflow (Pracovni proces AltoStar®). Stejna vykonnost z hlediska
specificity, citlivosti a pfesnosti byla prokazana u ostatnich pfistroji pro real-time
PCR uvedenych v kapitole 5.3.2 DalSi pracovni postupy.

9.1 Plazma

9.1.1 Analyticka citlivost

Pro stanoveni meze detekce (LoD) byla vytvofena fada fedéni podle
1. mezinarodniho standardu WHO pro BK virus pro techniky amplifikace nukleovych
kyselin (kod NIBSC: 14/212) v plazmé v rozsahu od 1,00E+03 do 1,00E+00 IU/ml.
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Kazdé rfedéni bylo testovano v 8 replikatech ve 3 riznych bézich (celkem n = 24 pro
kazdé fedéni) s pouzitim kombinaci:

» 3 8arze sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
+ 3 8arze sady AltoStar® Purification Kit 1.5
+ 3 8arze AltoStar® Internal Control 1.5

+ 3 pristroje systému AltoStar® AM16

» 3 pristroje CFX96™ DW Dx

Data ze vSech béhl byly zkombinovany a pro stanoveni hodnoty 95 % LoD byla
provedena probitova analyza.

Tabulka 18: Vysledky PCR pouZité pro vypocet analytické citlivosti sady AltoStar® BKV
PCRKit 1.5

Koncentrace

[1U/mi] N [celkem] N [pozitivni] Hit rate [%]
1,00E+03 24 o4 100
5,00E+02 o3¢ 2 o0
2,50E+02 24 04 100
2,00E+02 24 24 100
1,50E+02 24 04 100
1,00E+02 24 24 100
5,00E+01 24 23 -
2,00E+01 24 16 o7
1,00E+01 24 13 ”
5,00E+00 24 4 17
1,00E+00 24 1 p

* Jeden vzorek nebyl zpracovan.

LoD sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 pro detekci BKV v plazmé je 66 IU/ml
(95 % interval spolehlivosti: 45—120 IU/ml).
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9.1.2 Analyticka specificita

Analyticka specificita sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 je zajisténa dikladnym
vybérem oligonukleotidi (primerd a sond). Oligonukleotidy byly zkontrolovany
analyzou porovnani sekvenci s vefejné dostupnymi sekvencemi, aby se zajistilo, ze
budou detekovany vSechny relevantni BKV genotypy.

Pro ovéreni analytické specificity sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byly provedeny
nasledujici experimenty (viz kapitoly 9.1.2.1 Negativni vzorky az 9.1.2.3 Zkfizena
reaktivita).

9.1.2.1 Negativni vzorky

Pomoci sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 bylo testovano 35 BKV negativnich vzorku
plazmy od individualnich darcd. VSechny vzorky (35 z 35) byly negativni na BKV
specifickou DNA a pozitivni na IC. Analyticka specificita sady AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5 pro vzorky plazmy je = 95 %.

9.1.2.2 Interferujici latky

Pro vyhodnoceni vlivu potencialné interferujicich endogennich a exogennich
latek na vykonnost sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byly vybrané latky pfidany
do vzorkl plazmy. Tyto vzorky plazmy obsahovaly BKV v koncentraci 3 x LoD
(1,98E+02 1U/ml), 1,00E+04 IU/ml a Zzadné BKYV, resp.

Vysledky ziskané u vzorkl obsahujicich potencialné interferujici latky byly
porovnany s vysledky ziskanymi u vzorkd plazmy neobsahujicich Zadny interferent.
Kazdy vzorek byl zpracovan ve 3 replikatech.

U vzorkll se zvySenym obsahem téchto latek nebyla pozorovana zadna
interference:

« Endogenni latky
o Bilirubin
> Hemoglobin

o Lidska genomova DNA
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o Lidsky sérovy albumin

o Triglyceridy
* Exogenni latky

o Azathioprin
o Cyklosporin
o Foscarnet

o Ganciclovir

PFitomnost inhibitord PCR (napf. heparinu) by mohla zpUsobit fale$né
negativni nebo neplatné vysledky.

9.1.2.3 Zkrizena reaktivita

Analyticka specificita AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 s ohledem na zkFiZzenou reaktivitu
s jinymi patogeny nez BKV byla hodnocena testovanim:

*  Viry pfibuzné BKV
» Viry zpUsobujici podobné ptiznaky jako infekce BKV

» Viry pravdépodobné pfitomné u pacientl trpicich infekci BKV

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 nebyla zjisténa zkfizena reakce s zadnym
z nasledujicich patogenu:

* Adenovirus (ADV) * Herpes simplex virus 1 (HSV-1)
» Cytomegalovirus (CMV) * Herpes simplex virus 2 (HSV-2)
* Virus Epsteina-Barrové (EBV) » Lidsky herpesvirus 6A (HHV-6A)
* Virus hepatitidy A (HAV) » Lidsky herpesvirus 6B (HHV-6B)
* Virus hepatitidy B (HBV) * Virus lidské imunodeficience 1

«  Virus hepatitidy C (HCV) (HIV-1)
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e JCvirus (JCV) * Varicella-zoster virus (VZV)

« Parvovirus B19

V pfipadé, ze vzorek obsahuje jiné patogeny nez BKV, muze dojit ke
A konkurenci s cilovou amplifikaci nebo ke kfizové reaktivité, coz mize
zpUsobit nespravné vysledky IVD vySetteni.

9.1.3 Linearni rozsah

Pro stanoveni linearniho rozsahu sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byla testovana
fedici fada BKV v plazmé v rozsahu od 1,00E+08 do 2,00E+02 1U/ml:

« Redéni s koncentraci mezi 1,00E+08 a 1,00E+06 1U/ml byla testovana ve
4 replikatech.

+ Redéni s koncentraci mezi 1,00E+05 a 2,00E+02 IU/ml byla testovana
v 8 replikatech.

Analyza byla provedena na zakladé polynomialni regrese.

Linearni rozsah sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 pro kvantifikaci BKV v plazmé je
2,00E+02—-1,00E+08 IU/ml. Grafické znazornéni dat je uvedeno na obrazku 16.

79



AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

log10 odhadované koncentrace vs. log10 nominalni koncentrace
sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

y =0,9404x+ 0,398
! R?=0,997

Odhadovana koncentrace [log10 IU/ml]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Nominalni koncentrace [log10 IU/ml]
Obrazek 16: Linearni regresni analyza sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 se vzorky plazmy

9.1.4 Presnost

Presnost sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byla hodnocena pomoci panelu
slozeného z:

* 1 BKV vzorek plazmy s vysokou pozitivitou (1,00E+04 [U/ml)

1 BKV vzorek plazmy s nizkou pozitivitou [1,00E+03 IU/ml (5 x dolni mez
stanovitelnosti (LLoQ))]

* 1 BKV negativni vzorek plazmy
Data byla stanovena na zakladé:

» Kvantifikacnich hodnot pro vzorek s vysokou a nizkou pozitivitou BKV

*Hodnot prahového cyklu (C_*) pro IC v negativnim vzorku BKV

* Upozorfiujeme, Ze zvoleny termin Cq je ekvivalentni oznaCeni C,, které mohou pouzivat jiné
cykléry nez systém CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad).
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Data o opakovatelnosti byla ziskana v souladu s doporu¢enimi smérnice CLSI
EPO05-A3 (,Evaluation of Precision of Quantitative Measurement Procedures;
Approved Guideline—Third Edition®) [7]. Kazdy ¢len panelu byl testovan duplicitné
ve 2 bézich denné po dobu 20 dnl jednim pracovnikem obsluhy pomoci:

» 1 Sarze sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
* 1 8arze sady AltoStar® Purification Kit 1.5
« 1 8arze AltoStar® Internal Control 1.5

» 1 pfistroj systému AltoStar® AM16

* 1 pfistroj systému CFX96™ DW Dx

V tabulce 19 jsou uvedeny odhady opakovatelnosti a pfesnosti v ramci laboratore,
a to jak jako smérodatna odchylka (standard deviation, SD), tak jako variaéni
koeficient (coefficient of variation, CV %), ziskané pro vzorek s vysokou pozitivitou
BKYV, vzorek s nizkou pozitivitou BKV a pro IC (na zakladé hodnot C ) v negativnim
vzorku BKV. Uvedena pfesna data byla ziskana ruéni analyzou dat pomoci softwaru
CFX Manager™ Dx a automatickou interpretaci vysledkll pomoci FastFinder
Standalone a zasuvného modulu testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

Tabulka 19: Opakovatelnost a presnost v ramci laboratore pro sadu AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5

Presnost v ramci

Opakovatelnost
P v laboratore

Software CFX Manager™ Dx
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Presnost v ramci

Opakovatelnost
pakov laboratore

Zasuvny modul testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

V8echny negativni vzorky vykazovaly negativni vysledky pfi pouziti softwaru CFX
Manager™ Dx a zasuvného modulu testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

Z duvodu reprodukovatelnosti byl kazdy ¢len panelu testovan v 6 replikatech ve
3 bézich 3 pracovniky obsluhy pomoci nasledujicich $arzi a pfistroju:

» 3 8arze sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
+ 3 8arze sady AltoStar® Purification Kit 1.5
» 3 8arze AltoStar® Internal Control 1.5

+ 3 pfistroje systému AltoStar® AM16

» 3 pfistroje systému CFX96™ DW Dx

V tabulce 20 jsou uvedeny odhady opakovatelnosti, a to jak jako smérodatna
odchylka (standard deviation, SD), tak jako variacni koeficient (coefficient of
variation, CV %), ziskané pro vzorek s vysokou pozitivitou BKV, vzorek s nizkou
pozitivitou BKV a IC (na zakladé hodnot C ) v negativnim vzorku BKV. Uvedena
presna data byla ziskana ruéni analyzou dat pomoci softwaru CFX Manager™ Dx
a automatickou interpretaci vysledkli pomoci FastFinder Standalone a zasuvného
modulu testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.
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Tabulka 20: Reprodukovatelnost pro sadu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

| Reprodukovatelnost

Software CFX Manager™ Dx

V8echny negativni vzorky vykazovaly negativni vysledky pfi pouziti softwaru CFX
Manager™ Dx a zasuvného modulu testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

9.1.5 Celkova mira selhani

Robustnost sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byla posouzena testovanim 30 BKV
negativnich vzorkl plazmy od individualnich darct, které byly obohaceny o BKV
na koneénou koncentraci 3 x LoD (1,98E+02 1U/ml). VSechny vzorky (30 z 30) byly
pozitivni v BKV specifickém fluorescenénim detekénim kanalu (FAM™).
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9.1.6 Prenos

Prenos je vétSinou rizikem zavislym na pracovnim postupu a nezavislym na
pouzitém PCR testu. Pro AltoStar® Workflow (Pracovni proces AltoStar®) byl jako
vzorovy model pouzit sada AltoStar® Parvovirus B19 PCR Kit 1.5. Potencialni
kfizova kontaminace pfenosem z vysoce pozitivnich vzorkd byla hodnocena
stfidavym testovanim vzorkd s vysokou pozitivitou parvoviru B19 (1,00E+07 1U/ml)
a negativnich vzorkd (n = 44 pro kazdy béh; 5 béhl) pomoci sady AltoStar®
Parvovirus B19 PCR Kit 1.5. Nebyl pozorovan zadny pfenos, tj. vSechny vzorky
negativni na parvovirus B19 byly testovany jako negativni.

9.1.7 Klinicky vykon

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byl hodnocen ve srovnavaci studii se sadou BK
Virus R-gene® kit (bioMérieux) s oznacenim CE. Retrospektivné bylo paralelné
testovano 147 vzorkl plazmy:

Sada BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) byla pouzita v kombinaci se systémem
NucliSENS® easyMAG® system (bioMérieux).

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byl pouZit v kombinaci se sadou AltoStar®
Purification Kit 1.5 a interni kontrolou AltoStar® Internal Control 1.5 na systému
AltoStar® AM16 a CFX96™ DW Dx.

Pro kvalitativni analyzu byly vylou¢eny v§echny vzorky s neplatnym vysledkem pro
jeden nebo oba testy a vzorky s kvantitativnim vysledkem pod LoD jednoho nebo
obou testu.
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Vysledky pro zbyvajicich 128 vzork( jsou uvedeny v tabulce 21.

Tabulka 21: Vysledky hodnoceni diagnostické citlivosti a specifi¢nosti pro BKV u vzorku
plazmy

Sada BK Virus R-gene® kit (bioMérieux)

POZITIVNI NEGATIVNI
» -
S S
= E 73 1
N
< o)
o a
e
S
> K 0 54
° o)
» 2

Diagnosticka citlivost a specificita sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 ve srovnani se
sadou BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) byla 100 %, resp. 98 %.

Pro kvantitativni korelaci byly vylou¢eny vzorky s negativnim vysledkem jednoho
nebo obou testll a vzorky s kvantitativnim vysledkem pod LLoQ jednoho nebo obou
testa.
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Vysledky zbyvajicich 67 vzork( byly pouzity pro kvantitativni korelaci pomoci
linearni regresni analyzy (viz obrazek 17).

Sada BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) vs.
sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

L y=0.8811x + 0.5174
R? =0,9543

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 [log10 1U/ml]

o 1 2 3 4 5 6 7 - 9

Sada BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) [log10 IU/ml]
Obrazek 17: Linearni regresni analyza vysledkl ziskanych pomoci sady BK Virus
R-gene® kit (bioMérieux) (referen¢ni) a pomoci sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Mezi kvantitativnimi vysledky ziskanymi pomoci sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
a sady BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) byla velmi dobra korelace [korelaéni
koeficient R = 0,98 (R? = 0,95)].

9.2 PIna krev

9.2.1 Analyticka citlivost

Pro stanoveni LoD byla vytvofena fedici fada podle 1. mezinarodniho standardu
WHO pro BK virus pro techniky amplifikace nukleovych kyselin (kéd NIBSC: 14/212)
v pIné krvi v rozsahu od 1,00E+03 do 5,00E+00 1U/ml.
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Kazdé rfedéni bylo testovano v 8 replikatech ve 3 riznych bézich (celkem n = 24 pro
kazdé fedéni) s pouzitim kombinaci:

» 3 8arze sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
+ 3 8arze sady AltoStar® Purification Kit 1.5
+ 3 8arze AltoStar® Internal Control 1.5

+ 3 pristroje systému AltoStar® AM16

» 3 pristroje CFX96™ DW Dx

Data ze vSech béhl byly zkombinovany a pro stanoveni hodnoty 95 % LoD byla
provedena probitova analyza.

Tabulka 22: Vysledky PCR pouZité pro vypocet analytické citlivosti sady AltoStar® BKV
PCRKit 1.5

Koncentrace

[1U/mi] N [celkem] N [pozitivni] Hit rate [%]
1,00E+03 o4 04 100
5,00E+02 o4 ) o
2,50E+02 o4 ot 100
2,00E+02 o4 ) o
1,00E+02 o4 - 0
5,00E+01 o4 21 »
2,00E+01 24 13 ”
1,00E+01 o4 s 5
5,00E+00 24 6 .

LoD sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 pro detekci BKV v pIné krvi je 105 1U/ml
(95 % interval spolehlivosti: 70—-200 IU/ml).
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9.2.2 Analyticka specificita

Analyticka specificita sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 je zajisténa dikladnym
vybérem oligonukleotidi (primerd a sond). Oligonukleotidy byly zkontrolovany
analyzou porovnani sekvenci s vefejné dostupnymi sekvencemi, aby se zajistilo, ze
budou detekovany vSechny relevantni BKV genotypy.

Pro ovéreni analytické specificity sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byly provedeny
nasledujici experimenty (viz kapitoly 9.2.2.1 Negativni vzorky az 9.2.2.3 Zkfizena
reaktivita).

9.2.2.1 Negativni vzorky

Pomoci sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 bylo testovano 30 BKV negativnich vzorku
plné krve od individualnich darcd. VSechny vzorky (30 z 30) byly negativni na BKV
specifickou DNA a pozitivni na IC. Analyticka specificita sady AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5 pro vzorky pIné krve je = 95 %.

9.2.2.2 Interferujici latky

Pro vyhodnoceni vlivu potencialné interferujicich endogennich a exogennich
latek na vykonnost sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byly vybrané latky pfidany do
vzorkl pIné krve. Tyto vzorky plné krve obsahovaly BKV v koncentraci 3 x LoD
(3,15E+02 1U/ml), 1,00E+04 IU/ml a zadné BKYV, resp.

Vysledky ziskané u vzorkl obsahujicich potencialné interferujici latky byly
porovnany s vysledky ziskanymi u vzorkd piné krve, které neobsahovaly zadny
interferent. Kazdy vzorek byl zpracovan ve 3 replikatech.
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U vzorku se zvySenym obsahem téchto latek nebyla pozorovana zadna interference:

« Endogenni latky
o Bilirubin
> Hemoglobin
o Lidska genomova DNA
o Lidsky sérovy albumin

o Triglyceridy
« Exogenni latky

o Azathioprin
o Cyklosporin
> Foscarnet

o Ganciclovir

Pritomnost inhibitord PCR (napf. heparinu) by mohla zpUsobit faleSné
negativni nebo neplatné vysledky.

9.2.2.3 Zkrizena reaktivita

Vzhledem k tomu, Zze v plazmé a plné krvi se pravdépodobné vyskytuji stejné
patogeny, nebyly v pIné krvi testovany Zadné dalSi patogeny. Hodnoceni zkiizené
reaktivity viz kapitola 9.1.2.3 ZkFizena reaktivita.

konkurenci s cilovou amplifikaci nebo ke kfizové reaktivité, coz mize

C V pfipadé, Ze vzorek obsahuje jiné patogeny nez BKV, mlze dojit ke
zpUsobit nespravné vysledky IVD vySetfeni.
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9.2.3 Linearni rozsah

Pro stanoveni linearniho rozsahu sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byla testovana
fedici fada BKV v pIné krvi v rozmezi od 1,00E+08 do 2,00E+02 [U/ml:

« Redéni s koncentraci mezi 1,00E+08 a 1,00E+06 1U/ml byla testovana ve
4 replikatech.

« Redéni s koncentraci mezi 1,00E+05 a 2,00E+02 1U/ml byla testovana
v 8 replikatech.

Analyza byla provedena na zakladé polynomialni regrese.

Linearni rozsah sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 pro kvantifikaci BKV v plné krvi
je 2,00E+02—-1,00E+08 IU/ml. Grafické znazornéni dat je uvedeno na obrazku 18.

log10 odhadované koncentrace vs. log10 nominalni koncentrace
sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

y = 0,9348x + 0,5411
1] R?=0,9913

Odhadovana koncentrace [log10 IU/ml]

0 1 2 3 s 5 6 7 8 5 10
Nominalni koncentrace [log10 1U/ml]

Obrazek 18: Linearni regresni analyza sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 se vzorky plné
krve
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9.2.4 Presnost

Presnost sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byla hodnocena pomoci panelu
slozeného z:

* 1 BKV vzorek pIné krve s vysokou pozitivitou (1,00E+04 1U/ml)
* 1 BKV vzorek pIné krve s nizkou pozitivitou [1,00E+03 |U/ml (5 x LLoQ)]

* 1 BKV negativni vzorek pIné krve
Data byla stanovena na zakladé:

« Kvantifikacnich hodnot pro vzorek s vysokou a nizkou pozitivitou BKV
*Hodnot prahového cyklu (C,*) pro IC v negativnim vzorku BKV

* Upozorfiujeme, Ze zvoleny termin Cq je ekvivalentni oznaCeni C,, které mohou pouzivat jiné
cykléry nez systém CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad).

Data o opakovatelnosti byla ziskana v souladu s doporu¢enimi smérnice CLSI
EP05-A3 (,Evaluation of Precision of Quantitative Measurement Procedures;

Approved Guideline—Third Edition“) [7]. Kazdy €len panelu byl testovan duplicitné
ve 2 bézich denné po dobu 20 dnud jednim pracovnikem obsluhy pomoci:

* 1 Sarze sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
+ 1 8arze sady AltoStar® Purification Kit 1.5
» 1 8arze AltoStar® Internal Control 1.5

* 1 pfistroj systému AltoStar® AM16

» 1 pfistroj systému CFX96™ DW Dx

V tabulce 23 jsou uvedeny odhady opakovatelnosti a pfesnosti v ramci laboratofe,
a to jak jako smérodatna odchylka (standard deviation, SD), tak jako variaéni
koeficient (coefficient of variation, CV %), ziskané pro vzorek s vysokou pozitivitou
BKYV, vzorek s nizkou pozitivitou BKV a pro IC (na zékladé hodnot C ) v negativnim
vzorku BKV. Uvedena pfesna data byla ziskana ru¢ni analyzou dat pomoci softwaru
CFX Manager™ Dx a automatickou interpretaci vysledkl pomoci FastFinder
Standalone a zasuvného modulu testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.
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Tabulka 23: Opakovatelnost a presnost v ramci laboratore pro sadu AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5

Presnost v ramci

Opakovatelnost
pakovateino laboratore

Software CFX Manager™ Dx

VSechny negativni vzorky vykazovaly negativni vysledky pfi pouziti softwaru CFX
Manager™ Dx a zasuvného modulu testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

Z duvodu reprodukovatelnosti byl kazdy ¢len panelu testovan v 6 replikatech ve
3 bézich 3 pracovniky obsluhy pomoci nasledujicich $arzi a pfistroju:

» 3 8arze sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

+ 3 8arze sady AltoStar® Purification Kit 1.5

« 3 3arze AltoStar® Internal Control 1.5

+ 3 pristroje systému AltoStar® AM16

e 3 pfistroje systému CFX96™ DW Dx
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V tabulce 24 jsou uvedeny odhady opakovatelnosti, a to jak jako smérodatna
odchylka (standard deviation, SD), tak jako variacni koeficient (coefficient of
variation, CV %), ziskané pro vzorek s vysokou pozitivitou BKV, vzorek s nizkou
pozitivitou BKV a IC (na zakladé hodnot Cq) v negativnim vzorku BKV. Uvedena
presna data byla ziskana ru¢ni analyzou dat pomoci softwaru CFX Manager™ Dx
a automatickou interpretaci vysledkll pomoci FastFinder Standalone a zasuvného
modulu testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

Tabulka 24: Reprodukovatelnost pro sadu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

| Reprodukovatelnost

Software CFX Manager™ Dx

VSechny negativni vzorky vykazovaly negativni vysledky pfi pouziti softwaru CFX
Manager™ Dx a zasuvného modulu testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.
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9.2.5 Celkova mira selhani

Robustnost sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byla posouzena testovanim 30 BKV
negativnich vzorkd pIné krve od individualnich darct, které byly obohaceny o BKV
na konec¢nou koncentraci 3 x LoD (3,15E+02 IU/ml). VSechny vzorky (30 z 30) byly
pozitivni v BKV specifickém fluorescencnim detekénim kanalu (FAM™).

9.2.6 Prenos
Viz kapitola 9.1.6 Pfenos.

9.2.7 Klinicky vykon

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byl hodnocen ve srovnavaci studii se sadou BK
Virus R-gene® kit (bioMérieux) s oznacenim CE. Retrospektivné bylo paralelné
testovano 72 vzorkl plné krve:

Sada BK Virus R-gene® (bioMérieux) byla pouzita v kombinaci se sadou MagNa
Pure® 96 DNA a sadou Viral Nucleic Acid Small Volume Kit (Roche) na pfistroji
MagNa Pure® 96 (Roche).

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byl pouZit v kombinaci se sadou AltoStar®
Purification Kit 1.5 a interni kontrolou AltoStar® Internal Control 1.5 na systému
AltoStar® AM16 a CFX96™ DW Dx.

Pro kvalitativni analyzu byly vylou¢eny v§echny vzorky s neplatnym vysledkem pro
jeden nebo oba testy a vzorky s kvantitativnim vysledkem pod LoD jednoho nebo
obou testu.

94



AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Vysledky pro zbyvajicich 70 vzorkd jsou uvedeny v tabulce 25.

Tabulka 25: Vysledky hodnoceni diagnostickeé citlivosti a specifi¢nosti pro BKV u vzorku
plné krve

Sada BK Virus R-gene® kit (bioMérieux)

POZITIVNI NEGATIVNI
" —
S <
S E 47 0
N
< o)
o a
T
8
> i 0 23
3 )
» g

Diagnosticka citlivost a specificita sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 ve srovnani se
sadou BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) byla 100 %.

Pro kvantitativni korelaci byly vylou¢eny vzorky s negativnim vysledkem jednoho
nebo obou testll a vzorky s kvantitativnim vysledkem pod LLoQ jednoho nebo obou
testa.
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Vysledky zbyvajicich 45 vzork( byly pouzity pro kvantitativni korelaci pomoci
linearni regresni analyzy (viz obrazek 19).

Sada BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) vs.
sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

[log10 IU/ml]

.o y =0,9267x- 0,1841
: R®=0,9136

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

2 3 a 5 6 7 8 ) 10

Sada BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) [log10 IU/ml]
Obrazek 19: Linearni regresni analyza vysledkl ziskanych pomoci sady BK Virus
R-gene® kit (bioMérieux) (referen¢ni) a pomoci sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Mezi kvantitativnimi vysledky ziskanymi pomoci sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
a sady BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) byla velmi dobra korelace [korelaéni
koeficient R = 0,96 (R? = 0,91)].

9.3 Mo¢

9.3.1 Analyticka citlivost

Pro stanoveni LoD byla vytvorena fada fedéni 1. mezinarodniho standardu WHO
pro BK virus pro techniky amplifikace nukleovych kyselin (kéd NIBSC: 14/212)
v modi v rozsahu od 5,00E+02 do 1,00E+00 1U/ml.
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Kazdé rfedéni bylo testovano v 8 replikatech ve 3 riznych bézich (celkem n = 24 pro
kazdé fedéni) s pouzitim kombinaci:

» 3 8arze sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
+ 3 8arze sady AltoStar® Purification Kit 1.5
+ 3 8arze AltoStar® Internal Control 1.5

+ 3 pristroje systému AltoStar® AM16

» 3 pristroje CFX96™ DW Dx

Data ze vSech béhl byly zkombinovany a pro stanoveni hodnoty 95 % LoD byla
provedena probitova analyza.

Tabulka 26: Vysledky PCR pouZité pro vypocet analytické citlivosti sady AltoStar® BKV
PCRKit 1.5

Koncentrace

[1U/mi] N [celkem] N [pozitivni] Hit rate [%]
5,00E+02 o4 ot 100
2,50E+02 o4 ) o
2,00E+02 o » 00
1,00E+02 o4 ) o
5,00E+01 o4 ot 100
2,00E+01 o4 2 o
1,00E+01 24 20 -
5,00E+00 24 W o
1,00E+00 24 5 o

* Jeden vzorek nebyl zpracovan.

LoD sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 pro detekci BKV v mo¢i je 21 IU/ml
(95 % interval spolehlivosti: 14—45 1U/ml).
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9.3.2 Analyticka specificita

Analyticka specificita sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 je zajisténa dikladnym
vybérem oligonukleotidi (primerd a sond). Oligonukleotidy byly zkontrolovany
analyzou porovnani sekvenci s vefejné dostupnymi sekvencemi, aby se zajistilo, ze
budou detekovany vSechny relevantni BKV genotypy.

Pro ovéreni analytické specificity sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byly provedeny
nasledujici experimenty (viz kapitoly 9.3.2.1 Negativni vzorky az 9.3.2.3 Zkfizena
reaktivita).

9.3.2.1 Negativni vzorky

Pomoci sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 bylo testovano 34 BKV negativnich vzorku
moci od individualnich darch. 33 z 34 vzork( bylo na pfitomnost specifické DNA
BKV testovano negativné. VSechny vzorky (34 z 34) byly pozitivni na IC. Analyticka
specificita sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 pro vzorky moci je 2 95 %.

9.3.2.2 Interferujici latky

Pro vyhodnoceni vlivu potencialné interferujicich endogennich a exogennich latek
na vykonnost sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byly vybrané latky pfidany do vzork(
moci. Tyto vzorky mocCi obsahovaly BKV v koncentraci 3 x LoD (6,30E+01 [U/ml),
1,00E+04 IU/ml a zadné BKV.

Vysledky ziskané u vzorkl obsahujicich potencialné interferujici latky byly
porovnany s vysledky ziskanymi u vzorkd moé&i neobsahujicich zadny interferent.
Kazdy vzorek byl zpracovan ve 3 replikatech.
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U vzorku se zvySenym obsahem téchto latek nebyla pozorovana zadna interference:

« Endogenni latky
o Bilirubin
o Glukoza
o Lidsky sérovy albumin

o Lidska pIna krev
*  Exogenni latky

o Azathioprin
o Cyklosporin
o Foscarnet

o Ganciclovir

PFitomnost inhibitord PCR (napf. heparinu) by mohla zpUsobit fale$né
negativni nebo neplatné vysledky.

9.3.2.3 Zkiizena reaktivita

Analyticka specificita sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 s ohledem na zkfiZzenou
reaktivitu s jinymi patogeny nez BKV byla hodnocena: Kromé patogenu
testovanych u vzorkll plazmy a pIné krve (viz kapitoly 9.1.2.3 ZkFizena reaktivita
a 9.2.2.3 Zkfizena reaktivita) byly testovany patogeny, které se potencialné mohou
nachazet ve vzorku matrice moc€i (napf. patogeny spojené s infekcemi mocovych
cest a sexualné pfenosnymi chorobami).
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Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 nebyla zjisténa zkfizena reakce s Zadnym
z nasledujicich patogent:

* Chlamydia trachomatis *  Proteus mirabilis
» Escherichia coli » Ureaplasma urealyticum
* Klebsiella pneumoniae * Ureaplasma parvum

*  Mycoplasma hominis

konkurenci s cilovou amplifikaci nebo ke kfizové reaktivité, coz muze

C V pfipadé, ze vzorek obsahuje jiné patogeny nez BKV, muze dojit ke
zpUsobit nespravné vysledky IVD vySetfeni.

9.3.3 Linearni rozsah

Pro stanoveni linearniho rozsahu sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byla testovana
fedici fada BKV v mo¢i v rozsahu od 1,00E+08 do 2,00E+02 |U/ml:

« Redéni s koncentraci mezi 1,00E+08 a 1,00E+06 1U/ml byla testovana ve
4 replikatech.

« Redéni s koncentraci mezi 1,00E+05 a 2,00E+02 1U/ml byla testovana
v 8 replikatech.

Analyza byla provedena na zakladé polynomialni regrese.

Linearni rozsah sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 pro kvantifikaci BKV v moci je
2,00E+02—-1,00E+08 IU/ml. Grafické znazornéni dat je uvedeno na obrazku 20.
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log10 odhadované koncentrace vs. log10 nominalni koncentrace
sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

y =0,9734x+0,2993
1 R*=10,9973

Odhadovana koncentrace [log10 IU/ml]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Nominalni koncentrace [log10 1U/ml]
Obrazek 20: Linearni regresni analyza sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 se vzorky modi

9.3.4 Presnost

Presnost sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byla hodnocena pomoci panelu
slozeného z:

* 1 BKV vzorek moci s vysokou pozitivitou (1,00E+04 1U/ml)
* 1 BKV vzorek mo¢i s nizkou pozitivitou BKV [1,00E+03 1U/ml (5 x LLoQ)]

* 1 vzorek moci negativni na BKV
Data byla stanovena na zakladé:

» Kvantifikaénich hodnot pro vzorek s vysokou a nizkou pozitivitou BKV

* Hodnot prahového cyklu (C_*) pro IC v negativnim vzorku BKV

* Upozorfiujeme, zZe zvoleny termin Cq je ekvivalentni oznaCeni C,, které mohou pouzivat jiné
cykléry nez systém CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad).
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Data o opakovatelnosti byla ziskana v souladu s doporu¢enimi smérnice CLSI
EPO05-A3 (,Evaluation of Precision of Quantitative Measurement Procedures;
Approved Guideline—Third Edition®) [7]. Kazdy ¢len panelu byl testovan duplicitné
ve 2 bézich denné po dobu 20 dnl jednim pracovnikem obsluhy pomoci:

» 1 Sarze sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
* 1 8arze sady AltoStar® Purification Kit 1.5
« 1 8arze AltoStar® Internal Control 1.5

» 1 pfistroj systému AltoStar® AM16

* 1 pfistroj systému CFX96™ DW Dx

V tabulce 27 jsou uvedeny odhady opakovatelnosti a pfesnosti v ramci laboratore,
a to jak jako smérodatna odchylka (standard deviation, SD), tak jako variaéni
koeficient (coefficient of variation, CV %), ziskané pro vzorek s vysokou pozitivitou
BKYV, vzorek s nizkou pozitivitou BKV a pro IC (na zakladé hodnot C ) v negativnim
vzorku BKV. Uvedena pfesna data byla ziskana ruéni analyzou dat pomoci softwaru
CFX Manager™ Dx a automatickou interpretaci vysledkll pomoci FastFinder
Standalone a zasuvného modulu testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

Tabulka 27: Opakovatelnost a presnost v ramci laboratore pro sadu AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5

Presnost v ramci

Opakovatelnost
P v laboratore

Software CFX Manager™ Dx
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Presnost v ramci

Opakovatelnost
pakov laboratore

Zasuvny modul testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

0,78 0,05
1,49 0,07

V8echny negativni vzorky vykazovaly negativni vysledky pfi pouziti softwaru CFX
Manager™ Dx a zasuvného modulu testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

Z duvodu reprodukovatelnosti byl kazdy ¢len panelu testovan v 6 replikatech ve
3 bézich 3 pracovniky obsluhy pomoci nasledujicich $arzi a pfistroju:

» 3 8arze sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
+ 3 8arze sady AltoStar® Purification Kit 1.5
» 3 8arze AltoStar® Internal Control 1.5

+ 3 pfistroje systému AltoStar® AM16

» 3 pfistroje systému CFX96™ DW Dx

V tabulce 28 jsou uvedeny odhady opakovatelnosti, a to jak jako smérodatna
odchylka (standard deviation, SD), tak jako variacni koeficient (coefficient of
variation, CV %), ziskané pro vzorek s vysokou pozitivitou BKV, vzorek s nizkou
pozitivitou BKV a IC (na zakladé hodnot C ) v negativnim vzorku BKV. Uvedena
presna data byla ziskana ruéni analyzou dat pomoci softwaru CFX Manager™ Dx
a automatickou interpretaci vysledkli pomoci FastFinder Standalone a zasuvného
modulu testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.
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Tabulka 28: Reprodukovatelnost pro sadu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

| Reprodukovatelnost

Software CFX Manager™ Dx

V8echny negativni vzorky vykazovaly negativni vysledky pfi pouziti softwaru CFX
Manager™ Dx a zasuvného modulu testu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5.

9.3.5 Celkova mira selhani

Robustnost sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byla posouzena testovanim 30 BKV
negativnich vzorkd moci od individualnich darct, které byly obohaceny o BKV na
kone¢nou koncentraci 3 x LoD (6,30E+01 1U/ml). V8echny vzorky (30 z 30) byly
pozitivni v BKV specifickém fluorescenénim detekénim kanalu (FAM™).

9.3.6 Prenos
Viz kapitola 9.1.6 Pfenos.
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9.3.7 Klinicky vykon

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byl hodnocen ve srovnavaci studii se sadou BK
Virus R-gene® kit (bioMérieux) s oznacenim CE. Retrospektivné bylo paralelné
testovano 148 vzorkd mogi:

Sada BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) byla pouzita v kombinaci se sadou
NucliSENS® easyMAG® Reagents Kit (bioMérieux) na systémem NucliSENS®
easyMAG® system (bioMérieux).

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 byl pouzit v kombinaci se sadou AltoStar®
Purification Kit 1.5 a interni kontrolou AltoStar® Internal Control 1.5 na systému
AltoStar® AM16 a CFX96™ DW Dx.

Pro kvalitativni analyzu byly vylou¢eny v§echny vzorky s neplatnym vysledkem pro
jeden nebo oba testy a vzorky s kvantitativnim vysledkem pod LoD jednoho nebo
obou testu.

Vysledky pro zbyvajicich 141 vzork( jsou uvedeny v tabulce 29.

Tabulka 29: Vysledky hodnoceni diagnostické citlivosti a specifi¢nosti pro BKV u vzorkl
modi

Sada BK Virus R-gene® kit (bioMérieux)

POZITIVNi NEGATIVNI

114 1

POZITIVNI

25

14
O
[
>
4
o
.S
S
(7]

<]
=
<

(1]
o

©
(7]

NEGATIVNI

Diagnosticka citlivost a specificita sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 ve srovnani se
sadou BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) byla 99 %, resp. 96 %.
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Pro kvantitativni korelaci byly vylou¢eny vzorky s negativnim vysledkem jednoho
nebo obou testl a vzorky s kvantitativnim vysledkem pod LLoQ jednoho nebo obou
testa.

Vysledky zbyvajicich 97 vzorkd byly pouzity pro kvantitativni korelaci pomoci
linearni regresni analyzy (viz obrazek 21).

Sada BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) vs.
sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

12

10

y = 0,8425x+0,8303
R®=0,9321

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 [log10 1U/ml]

Sada BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) [log10 1U/ml]

Obrazek 21: Linearni regresni analyza vysledkl ziskanych pomoci sady BK Virus
R-gene® kit (bioMérieux) (referenéni) a pomoci sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Mezi kvantitativnimi vysledky ziskanymi pomoci sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5
a sady BK Virus R-gene® kit (bioMérieux) byla velmi dobra korelace [korelaéni
koeficient R = 0,97 (R? = 0,93)].
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10. Likvidace

Nebezpecny a biologicky odpad likvidujte v souladu s mistnimi a vnitrostatnimi
predpisy. Zbytkové sloZky vyrobku a odpad by se nemély dostat do kanalizace,
vodnich tokd nebo do pudy.

Se vzorky vzdy zachazejte jako s infekénim a (bio)nebezpecnym
materialem v souladu s bezpec€nostnimi a laboratornimi postupy.

A Pfi rozliti vzorku materialu neprodlené pouzijte vhodny dezinfekéni
prostfedek. S kontaminovanymi materialy nakladejte jako s biologicky
nebezpecnymi.

mistni a vnitrostatni predpisy, aby nedo$lo ke kontaminaci Zivotniho
prostredi.

POZNAMKA

i PCR desticku je nutné likvidovat v uzavieném stavu, protoze tésnici folii

: Pri likvidaci nebezpecného a biologického odpadu je tfeba dodrzovat

pro PCR desti¢ky nelze odstranit.

11. Kontrola kvality

V souladu se systémem fFizeni kvality spole¢nosti altona Diagnostics GmbH
certifikovanym podle normy EN ISO 13485 je kazda Sarze sady AltoStar® BKV PCR
Kit 1.5 testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zajisténa stala
kvalita vyrobku.

107



AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

12. Technicka podpora

Pro zakaznickou podporu kontaktujte technickou podporu spole¢nosti altona
Diagnostics:

e-mail: support@altona-diagnostics.com
telefon: +49-(0)40-5480676-0

POZNAMKA

L Jakykoli zavazny incident, ke kterému doSlo v souvislosti s timto
vyrobkem, musi byt nahlaSen spolecnosti altona Diagnostics
a pfislusSnému organu ve vasi zemi.

13. Shrnuti bezpeénosti a funkéni zpusobilosti

Shrnuti bezpecnosti a funkéni zplsobilosti vypracované pro sadu AltoStar® BKV
PCR Kit 1.5 naleznete v Evropské databazi zdravotnickych prostfedkt (EUDAMED):
https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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15. Ochranné znamky a prohlaseni o vyloucéeni
odpoveédnosti

4s3™ (4titude); AltoStar® (altona Diagnostics); ABI Prism®, QuantStudio™ (Applied
Biosystems); NucliSENS®, R-gene® (bioMérieux); CFX96™, CFX Manager™ (Bio-
Rad); Rotor-Gene® (QIAGEN); LOINC® (Regenstrief Institute, Inc.); LightCycler®,
MagNA Pure® (Roche); FAM™, JOE™, MicroAmp™, VIC™ (Thermo Fisher
Scientific).

Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumentu, i kdyz
nejsou jako takové vyslovné oznaceny, nelze povazovat za nechranéné zakonem.

Sada AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 je vyrobek s ozna¢enim CE podle nafizeni (EU)
2017/746 o diagnostickych zdravotnickych prostfedcich in vitro.

Vyrobek nema povoleni ani schvaleni ufadu FDA.
Neni k dispozici ve v§ech zemich.

© 2025 altona Diagnostics GmbH; vS§echna prava vyhrazena.
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16. Symboly

Symbol Vysvétleni

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
Global Trade Item Number

Kod Sarze

CON Obsah

Barva uzavéru

Katalogové ¢Cislo

Cislo

Slozka

Cislo materialu

Cislo verze

Vv

4

Verze

H B EE g B B B ERE B
=1 Zl =& |Z| IS

Prectéte si navod k pouZiti
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Symbol Vysvétleni

Obsahuje dostate¢né mnozstvi pro
,n“ testd/reakci (rxns)

Teplotni limit
Datum pouzitelnosti
Vyrobce

Datum vyroby
Upozornéni

Poznamka

Obsahuje biologicky material Zivocisného
puvodu

@ H B> L E IS
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17. Protokol testu pro software AltoStar® Connect software
a informace pro integraci LIMS

2D c&arovy kdd na obrazku 22 slouZi k instalaci nejnovéjSiho protokolu testu pro
pouziti sady AltoStar® BKV PCR Kit 1.5 na systému AltoStar® AM16. Carovy kod
Ize naskenovat pouze v ti§téné podob&. Carovy kéd mozete naskenovat pfimo
z pFiru€ky nebo vytisknout na samostatny list. Upozorfiujeme, Ze velikost tisku
ovliviiuje snimatelnost €arového kodu. Ujistéte se, Ze je velikost zvétSena na 100 %.
PFi skenovani namifte skener na Cervenou ¢aru na ¢arovém kédu. Podrobnosti
o spraveé protokolll testl naleznete v pfislusné kapitole navodu k pouziti softwaru
AltoStar® Connect software. Informace o integraci systému LIMS naleznete
v tabulce 31.

AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Protocol Version:

Checksum: 764FBA690BCB95BFD4E41867834DF74484BB10A2

Obrazek 22: Carovy kéd protokolu testu pro sadu AltoStar® BKV PCR Kit 1.5

Tabulka 30: Seznam zmén pro protokol testu

Verze protokolu Aktualizace vydani

1 Pavodni verze
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Tabulka 31: Informace pro integraci LIMS

Pouziti Data

Poradi testu (LIMS — AltoStar® AM16) AltoStar BKV PCR Kit 1.5
Vysledek testu (CFX96™ DW Dx — LIMS)

: IU/ml

jednotka

Vysledek testu (CFX96™ DW Dx — LIMS) BKY

kanal 1

Vysledek testu (CFX96™ DW Dx — LIMS)
kanal 2

Internal Control

Informace o LOINC® (Logical Observation Identifiers Names and Codes)
naleznete na webovych strankach spole€nosti altona Diagnostics GmbH
(www.altona-diagnostics.com) nebo kontaktujte technickou podporu spole¢nosti
altona Diagnostics (viz kapitola 12. Technicka podpora).
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18. Historie revizi

Tabulka 32: Historie revizi

Datum vydani

Identifikator Modifikace

[mésic/rok]

« Kapitola 1: odstranéni textové ¢asti ,metodami
extrakce nukleoveé kyseliny a“

* Kapitoly 2, 5, 5.4.2: specifikace typu vzork(

» Kapitola 3: pfejmenovani kapitoly na ,Soucasti
sady”

e Pridana kapitola ,3.1 Reagencie“ s obsahem z
puvodni kapitoly 3.

» Pfidana kapitola ,3.2 Zasuvny modul testu
AltoStar® BKV PCR Kit 1.5¢

« Kapitola 5: pfidani cilové oblasti

* Kapitola 5.2: prejmenovani kapitoly na ,Popis
reagencii“

» Kapitoly 5.3.1, 7, 7.4, 7.6.1, 7.6.11: pridan
FastFinder pro analyzu dat a automatickou

MAN-AS0031540- interpretaci vysledku (volitelné)
12/2025
CS-S02 - Kapitola 5.3.2: doplnéni obsahu z puvodni
kapitoly 5.3.2.2

* Kapitoly 5.3.2, 8.1: pfidani verzi softwaru

* Odstranéni kapitol 5.3.2.1 a 5.3.2.2

» Kapitoly 5.4.2, 6: pfidani upozornéni

e Kapitola 8.2.1: odstranéni popisu, jak
postupovat u jinych metod extrakce nukleovych
kyselin nez AltoStar® AM16

» Kapitola 9: doplnéni informaci tykajicich se
udaji o vykonu jinych pfistroju pro real-time
PCR

* Kapitoly 9.1.4, 9.2.4, 9.3.4: vyména presnych
udaji na zakladé 5 béhl s presnymi udaji
generovanymi v souladu se smeérnici CLSI
EP05-A3
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Datum vydani

Identifikat
CNHHKEIOr [mésic/rok]

Modifikace

MAN-AS0031540- -
S50 12/2025

Kapitola ,13. Shrnuti bezpecénosti a funkéni
zpuUsobilosti*

Kapitola 14: doplnéni odkazu na smérnici CLSI
EP05-A3

Kapitola 15: vyména ,evropské smérnice
98/79/ES o diagnostickych zdravotnickych
prostfedcich in vitro* za ,nafizeni (EU)
2017/746 o diagnostickych zdravotnickych
prostfedcich in vitro*

Redakéni zmény
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